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 i 
Résumé 
La transplantation allogénique de cellules souches hématopoïétiques (ASCT) est 
couramment utilisée pour traiter différents cancers hématologiques. Malheureusement, l’effet 
bénéfique de cette technique est limité par la réaction du greffon contre l’hôte (GVHD) qui 
demeure la cause principale de mortalité post-greffe. La GVHD endommage différents organes 
et retarde la reconstitution immunitaire des lymphocytes T (LT) ce qui augmente les risques 
d’infection et de rechute. Le développement de nouveaux traitements permettant d’accélérer la 
reconstitution immunitaire augmenterait donc les chances de survie des patients greffés. Il existe 
deux façons de régénérer des LT: via la thymopoïèse qui consiste à produire de nouveaux LT, 
ou par la prolifération homéostatique (PH) qui implique l’expansion rapide des LT matures 
retrouvés dans le greffon. La PH requiert deux signaux essentiels: l’interleukine-7 (IL-7) et la 
présentation d’antigènes du soi par les cellules dendritiques (DC) via le complexe majeur 
d’histocompatibilité (CMH) I pour les LT CD8+ et le CMH II pour les LT CD4+. Dans un 
contexte d’ASCT, la chimiothérapie et la GVHD endommagent le thymus rendant la 
thymopoïèse inefficace. Par conséquent, la reconstitution immunitaire repose presque 
entièrement sur la PH des LT.  
 
L’objectif de cette thèse était de comprendre comment la GVHD affecte la reconstitution des 
LT. Grâce à un modèle murin, nous avons démontré que la PH des LT CD4+ est absente durant 
la GVHD et ce, dû à de faibles niveaux d’IL-7 et une diminution du nombre de DC. La perte 
des DC est en grande partie causée par des niveaux réduits de stromal derived factor-1α (SDF-
1α) et par l’absence de progéniteurs de DC dans la moelle osseuse des souris en GVHD. Le 
traitement des souris en GVHD avec du SDF-1α permet d’augmenter le nombre de DC, et 
lorsqu’administré avec l’IL-7, améliore significativement la PH des LT CD4+. Contrairement 
aux LT CD4+, l’administration d’IL-7 seule est suffisante pour restaurer la PH des LT CD8+ 
durant la GVHD et ce, même en absence des DC. Ces différences s’expliquent pour deux 
raisons : 1) l’expression du CMH I, contrairement au CMH II, n’est pas limitée aux DC mais 
est également exprimée par les cellules stromales du receveur ce qui est suffisant pour induire 
la PH des LT CD8+ et 2) les LT CD8+ répondent à des concentrations plus faibles d’IL-7 
systémique comparativement aux LT CD4+.  
 
En conclusion, l’ensemble de ces résultats permettra de mettre en place des études 
translationnelles sur le potentiel thérapeutique du SDF-1α et de l’IL-7 dans la reconstitution 
immunitaire des patients greffés. 
 
Mots clés : GVHD, reconstitution immunitaire, lymphocyte T CD4+, lymphocyte T CD8+, 
cellule dendritique, prolifération homéostatique, interleukine-7, SDF-1α. 
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Abstract 
Hematological cancers are currently treated with allogeneic hematopoietic stem cell 
transplantation (ASCT). Unfortunately, graft-versus-host disease (GVHD) greatly limits the 
health benefits of this procedure, as it is the main cause of mortality post-ASCT. GVHD 
damages various organs and delays the immune reconstitution of T lymphocytes (TL), which 
increases the risk of infections and relapse. Thus, developing new treatments modulating the 
immune reconstitution following ASCT would greatly enhance survival of the transplanted 
patients. TL can be regenerated by two ways: de novo production of TL by thymopoiesis; or 
homeostatic proliferation (HP), which consists of rapidly expanding mature TL already present 
in the graft. HP requires two crucial signals: interleukin-7 (IL-7) and self-antigen presentation 
by dendritic cells (DC) via the major histocompatibility complex (MHC) I for CD8+ TL and 
MHC II for CD4+ TL. During ASCT however, chemotherapy and GVHD induce damage to the 
thymus making thymopoiesis inefficient, and thus immune reconstitution relies almost entirely 
on HP of TL. 
 
The objective of this thesis was to understand how GVHD affects TL reconstitution. Using a 
mouse model, we demonstrate that CD4+ TL fail to undergo HP when transferred in GVHD 
hosts due to low levels of IL-7 and reduced numbers of DCs. Moreover, the loss of DCs is 
mostly caused by reduced levels of Stromal Derived Factor-1 alpha (SDF-1α) and the absence 
of DC progenitors in the bone marrow of mice suffering from GVHD. Treating GVHD hosts 
with SDF-1α resulted in increased DC counts and, when administered in combination with IL-
7, significantly improved HP of CD4+ TL. Unlike CD4+ TL, administration of IL-7 alone was 
sufficient to restore HP of CD8+ TL in GVHD mice and this, regardless of the presence of DCs. 
These differences could be explained by two reasons: 1) MHC I expression is not limited to DCs 
but is expressed by stromal cells from the recipient, which is sufficient to promote HP in CD8+ 
TL and 2) CD8+ TL respond to lower doses of systemic IL-7 in comparison to CD4+ TL. 
 
In conclusion, these results can lead to future translational studies on the therapeutic potential 
of SDF-1α and IL-7 in the immune reconstitution of grafted patients.  
 
Keywords: GVHD, immune reconstitution, CD4+ T lymphocyte, CD8+ T lymphocyte, dendritic 
cell, homeostatic proliferation, interleukin-7, SDF-1α. 
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Chapitre 1 : Introduction 
 
Le développement de la transplantation allogénique de cellules souches 
hématopoïétiques a permis à la médecine de faire un bond de géant dans le domaine de l’hémato-
oncologie. Malheureusement, les succès de cette technique sont restreints par la maladie du 
greffon contre l’hôte qui demeure la première cause de morbidité et de mortalité post-greffe. 
Bien que l’on puisse diminuer la gravité de la maladie du greffon contre l’hôte à l’aide 
d’immunosuppresseurs, cette réaction empêche la reconstitution normale du système 
immunitaire. Les patients deviennent donc très vulnérables aux infections opportunistes et aux 
rechutes.  
 
L’objectif principal du travail contenu dans cette thèse était de comprendre comment la maladie 
du greffon contre l’hôte affecte la reconstitution du système immunitaire, principalement celle 
des lymphocytes T, en mettant l'accent sur la reconstitution des lymphocytes T CD4+. Ce travail 
avait également comme deuxième objectif de déterminer les raisons pour lesquelles la thérapie 
à l’interleukine-7 agit préférentiellement sur la prolifération homéostatique des lymphocytes T 
CD8+ dans un contexte de maladie du greffon contre l’hôte. Finalement, nous avons également 
tenté d’établir la signature génique des lymphocytes T CD4+ en prolifération homéostatique.  
La présente revue de la littérature a pour but d’illustrer l’état de nos connaissances sur 
l’homéostasie des lymphocytes T et des cellules dendritiques, ainsi que la maladie du greffon 
contre l’hôte. Nous mettrons l'accent sur la relation qui les lie lors de la transplantation 
allogénique de cellules souches hématopoïétiques. 
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1. Homéostasie des lymphocytes T 
1.1 Le système immunitaire  
Le système immunitaire est la clé de voûte des mécanismes de défense du corps humain. 
Il permet à l’organisme de se protéger rapidement et spécifiquement contre la multitude de 
microorganismes infectieux qui l’entourent. Le système immunitaire peut être divisé en deux 
branches distinctes : le système inné et le système adaptatif (Paul, 2008). Le système inné est 
composé de cellules pouvant reconnaître des motifs moléculaires retrouvés chez les agents 
infectieux. Le système adaptatif, quant à lui, est composé de cellules immunitaires qui possèdent 
la capacité de générer une mémoire immunologique suite à une réaction immunitaire. Les 
lymphocytes B et T sont les principaux acteurs de la réponse immunitaire adaptative.  Les 
lymphocytes B sont responsables de la sécrétion d’anticorps tandis que les lymphocytes T (LT) 
sont impliqués dans la réponse immunitaire à médiation cellulaire, ce qui inclut l’orchestration 
de la réponse immunitaire et la réponse cytotoxique restreinte par les molécules du complexe 
majeur d’histocompatibilité (CMH). 
 
1.2 La thymopoïèse 
La génération de LT dans un contexte post-natal débute au moment où les cellules 
souches hématopoïétiques (CSH) migrent de la moelle osseuse vers le thymus (Miller, 2011) 
(Figure 1.1). Cet organe, situé au dessus du cœur et composé de deux lobes, est responsable du 
développement des LT. Les cellules progénitrices thymiques (Early Thymic Progenitors, ETP) 
une fois dans le thymus font partie de la population des cellules double négatives (DN) car elles 
n’expriment pas les corécepteurs CD4 et CD8. Les DN subissent une maturation thymique qui 
mène au réarrangement de la chaîne bêta du récepteur des cellules T (T Cell Receptor, TCR) qui 
survient au stade DN3. L’expression du pré-TCR entraîne la différenciation des DN en cellules 
doubles positives (DP) caractérisées par l’expression des corécepteurs CD4 et CD8. Ces DP 
doivent passer par deux processus de sélection afin de devenir matures et survivre. La sélection 
positive s’assure que les thymocytes générés peuvent reconnaître les molécules du complexe 
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majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe I ou II. La sélection négative va, par la suite, 
éliminer les thymocytes qui possèdent un TCR qui reconnaît trop fortement les peptides du soi 
présentés par ces molécules du CMH (Starr et al., 2003). Ces deux étapes permettent d’obtenir 
un répertoire lymphocytaire diversifié qui pourra défendre l’individu en reconnaissant les 
antigènes étrangers. 
 
 
Figure 1.1 : Différenciation des lymphocytes T au niveau du thymus. Les cellules souches 
hématopoïétiques (CSH) se différencient en cellules progénitrices thymiques (ETP) qui migrent 
vers le thymus et se différencient en LT immatures double négatifs CD4-CD8- (DN) puis double 
positifs CD4+CD8+ (DP). Ces lymphocytes vont devenir simple positifs CD4+ ou CD8+ (SP) 
suite aux processus de sélections positive et négative. Tiré de Miller, 2011. 
 
Une fois ces processus de sélection franchis, les LT matures se retrouvent en périphérie et 
survivent pendant plusieurs semaines, voire plusieurs mois (Jameson, 2002; Sprent and Tough, 
1994). Les LT se retrouvent principalement dans les ganglions lymphatiques et la rate.C’est 
dans ces organes lymphoïdes secondaires que les LT pourront s’activer contre des antigènes 
étrangers présentés par des cellules présentatrices d’antigènes.  Chez la souris, ces LT matures 
sont considérés comme étant naïfs (CD44loCD62LhiCCR7hi) puisqu’ils n’ont pas encore 
rencontré un antigène étranger. Ces cellules dépendent de deux signaux pour survivre: un signal 
provenant de cytokines, principalement l’IL-7,  et un signal provenant de l’interaction entre le 
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TCR et le CMH + peptide du soi (psCMH) (Surh and Sprent, 2008; Takada and Jameson, 
2009a). À la suite d’une réponse immunitaire, la majorité des LT naïfs (LTn) qui ont réagi à un 
antigène va mourir par apoptose. Une faible proportion de ces cellules survivra et se 
différenciera en LT mémoires (LTm). Encore aujourd’hui, les mécanismes qui mènent à la 
formation des LTm ne sont pas encore complètement élucidés et sont encore un sujet d’étude 
important (Mueller et al., 2013; Tanel et al., 2009). Les LTm peuvent être divisés en trois 
populations distinctes, les LTm centraux (LTCM : CD44
hiCD62LhiCCR7hiCD103-), les LTm 
effecteurs (LTEM : CD44
hiCD62LloCCR7loCD103-) et les LTm résidants (CD44hiCD62L-CCR7-
CD103+) (Mueller et al., 2013; Tanel et al., 2009). Les LTCM se situent surtout au niveau des 
ganglions lymphatiques, de la rate et de la moelle osseuse. Lors de la rencontre avec leur 
antigène, ils acquièrent des fonctions effectrices et prolifèrent rapidement. Les LTEM se situent 
plutôt dans les tissus périphériques et possèdent déjà des fonctions effectrices bien qu’ils ne 
puissent pas proliférer autant que les LTCM. Finalement, les LTm résidants se retrouvent 
principalement dans l’épithélium de différents organes comme la peau, l’intestin et le vagin. 
 
1.3 Homéostasie des lymphocytes T naïfs 
L’homéostasie est, de manière générale, un processus de régulation par lequel un 
organisme maintient les différentes constantes du milieu intérieur dans les limites des valeurs 
physiologiques en dépit des contraintes extérieures. Si l’on se penche sur l’homéostasie des LT, 
on peut la décrire comme étant le processus qui permet de maintenir leur nombre et leur diversité 
dans le corps humain. Une fois en périphérie, les LTn peuvent survivre plusieurs semaines, voire 
des mois, en demeurant au stade d’interphase (Sprent and Tough, 1994). Il est bien connu que 
l’homéostasie des LT est contrôlée principalement par une signalisation provenant du TCR ainsi 
que de l’IL-7R (Jameson, 2002; Sprent and Surh, 2011; Surh and Sprent, 2008; Takada and 
Jameson, 2009a). Nous résumerons dans la section qui suit les connaissances générales reliées 
à ce processus. 
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1.3.1 La signalisation du TCR dans l’homéostasie des lymphocytes T naïfs 
L’importance de la signalisation par le TCR dans l’homéostasie des LTn fut mise en 
évidence lorsqu’on démontra que la survie des LTn CD8+ et CD4+ était diminuée quand on les 
privait du contact avec leur ligand psCMH en les transférant dans des souris déficientes en 
complexe majeur d’histocompatibilité (CMHI-/- et CMHII-/-) (Martin et al., 2006; Takada and 
Jameson, 2009b; Takeda et al., 1996; Tanchot et al., 1997). L’utilisation de systèmes 
génétiquement modifiés et inductibles est venue confirmer cette idée en démontrant que 
l’abolition de l’expression du CMH, du TCR, ou de sa voie de signalisation proximale, entraîne 
une diminution significative de la survie des LTn CD4+ et CD8+ (Labrecque et al., 2001; Polic 
et al., 2001; Rooke et al., 1997; Witherden et al., 2000). Ainsi, la survie des LTn en périphérie 
dépend d’une signalisation par son TCR (Goldrath and Bevan, 1999).  
Grâce aux études effectuées dans des souris transgéniques ne détenant qu’un seul complexe 
psCMH, il a été émis que la sélection dans le thymus de clones détenant un TCR capable de 
reconnaître les peptides du soi (sélection positive) permet, entres autres, aux LTn d’interagir 
continuellement avec ces mêmes peptides en périphérie et ainsi survivre (Ernst et al., 1999). 
Cette interaction à première vue semble dangereuse car elle pourrait entraîner une activation de 
clones ayant une forte réactivité contre le soi et le développement de maladies auto-immunes. 
Plus précisément, certaines de ces cellules de forte affinité pourraient être sensibles à la 
prolifération homéostatique induite par les cytokines chez un hôte lymphopénique, ce qui 
expliquerait la prédisposition aux développements de maladies auto-immunes par réaction 
croisée suite à une lymphopénie (Gagnon et al., 2010; King et al., 2004; Krupica et al., 2006). 
Toutefois, il a été démontré que les LT désensibilisent leur TCR avant d’entrer dans les organes 
lymphoïdes secondaires en périphérie (Grossman and Paul, 2001; Modiano et al., 2008; Wong 
et al., 2001). Cet ajustement diminuerait l’intensité du signal du TCR et serait important pour 
les LT ayant une affinité un peu trop forte pour les peptides du soi en les maintenant à un stade 
de quiescence et de tolérance. L’ajustement du TCR semble avoir lieu à la fin de la sélection 
positive et impliquerait la surexpression de molécules limitant la signalisation du TCR comme 
l’ubiquitine ligase Cbl-b, qui bloque l’activation de l’adaptateur Vav, la tyrosine phosphatse 
SHP-1, qui empêche l’activation de Lck, ainsi que CD5 (Bachmaier et al., 2000; Perez-Villar et 
al., 1999; Stephen et al., 2009; Tarakhovsky et al., 1995).  
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Des études suggèrent qu’il existe une certaine compétition entre les LT (compétition 
intraclonale) (Leitão et al., 2009; Moses et al., 2003; Troy and Shen, 2003). Plus précisément, 
des LT avec un TCR de même spécificité interagiraient avec les mêmes complexes psCMH 
tandis que des LT de spécificité différente interagiraient avec des complexes psCMH différents. 
De cette façon, l’abondance de psCMH et la compétition entre les LT de même spécificité 
contrôleraient la taille de la population lymphocytaire capable d’interagir avec ce ligand. 
L’importance de la compétition intraclonale a d’ailleurs été démontrée en observant que la 
survie lymphocytaire dans un receveur était inversement proportionnelle au nombre de cellules 
injectées au départ (Hataye et al., 2006). Dans le même ordre d’idée, d’autres études permettent 
de croire qu’il existe une certaine hiérarchie dans la compétition entre les LT de même 
spécificité (Hao et al., 2006; Kieper et al., 2004; Singh et al., 2012). En effet, la diversité des 
ligands psCMH ainsi que la force avec laquelle pourrait interagir un TCR offriraient à certains 
LT un avantage clonal. La signalisation par le TCR est donc nécessaire à la survie des LTn et 
permettrait de maintenir un nombre optimal de LT de même spécificité pour assurer une 
diversité du répertoire.  
 
1.3.2 L’interleukine-7 dans l’homéostasie des lymphocytes T naïfs 
L’importance de facteurs solubles dans le maintien de l’homéostasie des LTn a été 
démontrée par la capacité de certaines cytokines à promouvoir la survie de ces cellules lors de 
cultures in vitro (Rathmell et al., 2001; Vella et al., 1997). L’interleukine-7 (IL-7) est considérée 
comme la cytokine homéostatique principale et essentielle à la survie des LTn. En effet, 
l’absence de signalisation de l’IL-7, soit par le transfert de LT dans un hôte dépourvu d’IL-7 ou 
l’injection d’anticorps anti-IL-7, réduit le nombre et la survie des LTn (Schluns et al., 2000; 
Vivien et al., 2001). À l’inverse, la surexpression de l’IL-7 augmente le nombre de LTn 
(Mertsching et al., 1995).  
Le gène de l’IL-7 humaine est situé sur le chromosome 8 (locus 8q12-q13) et code pour une 
protéine de 177 acides aminés et de poids moléculaire de 20kDa. Le gène de l’IL-7 murine est 
situé quant à lui sur le chromosome 3 (locus 3 A1; 36.6 cM) et code pour une protéine de 154 
acides aminés et de poids moléculaire d’environ 18 kDa (Jiang et al., 2005). La séquence 
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d’acides aminés de l’IL-7 humaine et murine ne présente que 55% d’homologie. Cependant, la 
majeure partie de cette différence est due à une insertion de 19 acides aminés près de la région 
C-terminale de l’IL-7 humaine qui ne semble pas essentielle pour son activité. En effet, la région 
N-terminale de la protéine, qui contient la séquence signal (prépeptide), est conservée à 92% 
entre l’humain et la souris. 
L’IL-7 est produite à dose relativement constante, principalement par les cellules stromales et 
épithéliales de la moelle osseuse, du thymus et des organes lymphoïdes secondaires (Jiang et 
al., 2005). Elle joue un rôle clé dans le développement des lymphocytes B et T au niveau de la 
moelle osseuse et du thymus et est essentielle à la survie des LTn dans les ganglions 
lymphatiques. Les cellules fibroblastiques réticulaires (Fibroblastic Reticular Cells, FRC) 
situées dans la zone T, ainsi que les cellules endothéliales lymphatiques (Endothelial Lymphoid 
Cells, LEC), situées dans la médulla, semblent être les productrices principales d’IL-7 (Link et 
al., 2007; Miller et al., 2013). Les FRC interagissent étroitement avec les LT via la sécrétion de 
CCL19, CCL21 et CXCL12, qui suite à leur liaison avec leur récepteurs CCR7 et CXCR4, 
jouent un rôle crucial dans la migration des LT aux ganglions lymphatiques. Finalement, en plus 
de son rôle sur l’homéostasie des LT, la production d’IL-7 par les cellules stromales joue un 
rôle crucial dans le maintien de l’architecture et des fonctions des ganglions lymphatiques 
(Iolyeva et al., 2013; Onder et al., 2012). 
Le récepteur de l’IL-7 (IL-7R) est composé d’une chaîne alpha unique (IL-7Rα ou CD127) et 
de la chaîne gamma du récepteur commun de cytokines (γc ou CD132) qui est partagée par les 
récepteurs de l’IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 et IL-21 (Jiang et al., 2005). L’IL-7Rα est exprimé 
à la surface des cellules hématopoïétiques, principalement celles de la lignée lymphoïde. Ceci 
inclut les précurseurs de cellules NK, DC, T et B mais également les LT et LB en développement 
et les LT matures. Cette protéine fait partie de la famille des récepteurs de cytokine de type 1 et 
est constituée de 439 acides aminés, avec un poids moléculaire de 49,5 KDa. Elle détient un 
domaine transmembranaire de 25 acides aminés et une queue cytoplasmique de 195 acides 
aminés qui contient trois tyrosines (Y401, Y449 et Y456) conservées entre l’humain et la souris. 
La chaine γc quant à elle ne peut pas lier l’IL-7. Cependant, elle permet d’augmenter l’affinité 
de la liaison entre l’IL-7 et l’IL-7R et est requise pour la signalisation et l’effet biologique de 
l’IL-7 (DiSanto et al., 1995; Lai et al., 1997; Noguchi et al., 1993; Ziegler et al., 1995). 
 23 
La signalisation de l’IL-7 se fait principalement par la voie JAK3-STAT5 (Figure 1.2). En effet, 
la délétion de l’IL-7Rα, de la chaîne γc, de JAK3 ou de STAT5 entraîne des déficits sévères en 
LT (Yao et al., 2006). Le signal induit par la fixation de l’IL-7 se fait par l’activation des 
protéines Janus Kinase (JAK) 1 et 3 qui sont liées respectivement aux portions intracellulaires 
de l’IL-7Rα et de la chaîne γc (Surh and Sprent, 2008; Takada and Jameson, 2009a). L’IL-7 se 
lierait d’abord à l’IL-7Rα qui recruterait par la suite la chaîne γc, permettant l’interaction de 
JAK1 avec JAK3. JAK1 et JAK3 séparés ont une activité enzymatique intrinsèque faible, mais 
une fois phosphorylées mutuellement, ces deux kinases augmentent leur activité et 
phosphorylent la tyrosine 449 de l’IL-7Rα, permettant ainsi le recrutement de la protéine Signal 
Transducer and Activator of Transcription 5 (STAT5). Cette tyrosine est cruciale pour la 
signalisation de l’IL-7 puisque sa mutation empêche la phosphorylation de STAT5 (Lin et al., 
1995). STAT5 se retrouve sous la forme de deux isoformes, STAT5A et STAT5B, qui sont 
identiques à 96% et peuvent former des homo ou hétérodimères. Une fois phosphorylé, le dimère 
STAT5 migre au noyau de la cellule pour réguler la transcription des gènes cibles, entre autres 
celle des protéines anti-apoptotiques Bcl-2, Bcl-XL
  et MCL-1 (Amos et al., 1998; Opferman et 
al., 2003). Bcl-2 et MCL-1 peuvent à leur tour inhiber l’expression des facteurs pro-apoptotiques 
Bid et Bim (Surh et Sprent, 2008).  
En plus de la voie JAK-STAT5, l’IL-7 active la voie de signalisation de la phosphoinositide 3 
kinase (PI3K) en phosphorylant sa sous-unité p85 via JAK3 (Dadi et al., 1994; Sharfe et al., 
1995). Cette voie est essentielle à la survie et à la prolifération des LT (Pallard et al., 1999). La 
tyrosine 449 semble encore une fois nécessaire à l’activation de cette voie puisque sa mutation 
empêche l’activation de PI3K. Les médiateurs en aval de PI3K ne sont pas bien définis mais la 
signalisation de l’IL-7 entraîne via cette kinase l’activation d’AKT qui phosphoryle et inactive 
la protéine pro-apoptotique Bad (Datta et al., 2000; Li et al., 2004; Pallard et al., 1999). AKT 
phosphoryle également les protéines FOXO1 et p27, induisant leur dégradation et permettant de 
ce fait l’activation de Cdk2 et du cycle cellulaire (Barata et al., 2001; Fujita et al., 2002). 
La signalisation de l’IL-7 via PI3K et AKT permet également le contrôle du métabolisme des 
LTn. En effet, la voie de signalisation de PI3K permet le recrutement de Mammalian Target of 
Rapamycin (mTOR) et régule ainsi l’expression du transporteur de glucose GLUT1 (Barata et 
al., 2004; Wofford et al., 2008). 
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La signalisation de l’IL-7 entraîne également la diminution de l’expression de l’IL-7Rα au 
niveau transcriptionnel. Il a été démontré que les LTn diminuaient l’expression du récepteur 
suite au contact avec l’IL-7 et réciproquement réexprimaient le récepteur en absence de la 
cytokine (Park et al., 2004). Ceci semble indiquer qu’il existerait une boucle de régulation 
négative permettant à un maximum de LTn de survivre avec une source aussi limitée et faible 
d’IL-7. D’ailleurs, l’expression continue d’un IL-7Rα sur des LTn entraîne une diminution du 
nombre de LT, certainement en s’accaparant de tout l’IL-7 disponible.  
 
 
Figure 1.2 : Voie de signalisation de l’IL-7R. La voie de signalisation principale se fait par 
l’entremise de JAK1 et 3 et de STAT5 et par PI3K. Tiré de Takada and Jameson, 2009a. 
 
1.3.3. Un rôle possible de la lymphopoïétine stromale thymique (TSLP) dans 
l’homéostasie des lymphocytes T naïfs ? 
La lymphopoïétine stromale thymique (Thymic Stromal Lymphopoietin, TSLP) a été 
découverte pour la première fois dans le surnageant d’une lignée de cellules stromales 
thymiques. Cette cytokine partage une structure et des fonctions similaires à l’IL-7 et utilise 
l’IL-7Rα combiné à son récepteur, le TSLPR, pour activer sa voie de signalisation (Reche et al., 
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2001; Ziegler and Liu, 2006). TSLP est exprimée par les cellules stromales, les cellules 
épithéliales, principalement celles des poumons, de l’intestin et de la peau, ainsi que par les 
basophiles (Liu et al., 2007; Rochman and Leonard, 2008). L’analyse des séquences de la TSLP 
humaine comparée à la murine démontre peu d’homologie entre ces deux protéines.  Pourtant, 
toutes deux semblent exercer des effets biologiques similaires. Comme pour l’IL-7, TSLP peut 
entraîner la phosphorylation et l’activation de STAT5. Cependant, cet effet ne passe pas par 
l’activation de JAK1 et 3 mais passerait par l’activation de la kinase Tec (Isaksen et al., 1999; 
Ziegler and Liu, 2006). L’utilisation d’un modèle de souris TSLPR KO a démontré que TSLP 
pouvait contrôler directement l’homéostasie des LT CD4+ en périphérie (Al-Shami et al., 2004). 
Il a été également démontré que TSLP pouvait signaler sur les LTn CD8+ et accroître leur survie 
(Rochman and Leonard, 2008). Cependant, les souris TSLPR KO détiennent des nombres 
normaux de LT, démontrant ainsi le rôle non essentiel de TSLP sur l’homéostasie des LT 
(Carpino et al., 2004; Al-Shami et al., 2004).   
 
1.4 Lymphopénie et prolifération homéostatique des lymphocytes 
T naïfs 
Dans un contexte normal, la prolifération des LT naïfs est très lente, voire inexistante. 
Cependant, suite à une déplétion sévère du réservoir de lymphocytes, les LT résiduels 
commencent à proliférer de façon beaucoup plus intense (Schluns et al., 2000; Tan et al., 2001). 
Ce phénomène, dans un contexte de lymphopénie, est appelé prolifération homéostatique (PH). 
La PH est engendrée par une augmentation de la disponibilité des deux mêmes 
signaux permettant la survie des LTn: l’interaction TCR-psCMH et la signalisation de l’IL-7 
(Jameson, 2002; Surh and Sprent, 2008; Takada and Jameson, 2009a). Finalement, dans certains 
contextes bien précis, d’autres antigènes et cytokines peuvent induire l’expansion des LTn 
comme nous allons le voir ci-dessous.  
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1.4.1 Prolifération homéostatique par le complexe peptide du soi-CMH et 
l’interleukine-7 
Dans un contexte de lymphopénie, la disponibilité accrue des psCMH et les concentrations 
élevées d’IL-7 entraînent une prolifération spontanée des LTn. Cette prolifération 
homéostatique a pour but de restaurer le nombre de LTn à des niveaux normaux. Suite à la PH, 
les LTn acquièrent un phénotype de type mémoire (CD44hi) (Hamilton et al., 2006; Min et al., 
2005). Ce phénotype pourrait résulter de la réponse des LTn à des antigènes étrangers 
(microorganismes de la flore intestinale par exemple) comme lors d’une réponse immunitaire. 
Cependant ces LT au phénotype mémoire sont aussi retrouvés dans un contexte où les souris 
lymphopéniques sont hébergées dans des conditions sans pathogènes (Huang et al., 2005; Vos 
et al., 1992). Il est maintenant reconnu que ce changement phénotypique est causé par la PH 
induite par les ligands psCMH (Ernst et al., 1999; Haluszczak et al., 2009; Viret et al., 1999). 
Toutefois, il est important de noter que la majorité des travaux étudiant le phénotype mémoire 
lors de la PH a été entreprise sur les LTn CD8+. En règle générale, les LTn CD4+ sont beaucoup 
moins sensibles à la PH que les CD8+ et l’étude du phénotype mémoire semble plus complexe 
(Ernst et al., 1999; Guimond et al., 2009; Moon et al., 2007). D’ailleurs, peu de LTn CD4+ 
prolifèrent excessivement et la majorité conserve son phénotype naïf dans un contexte de PH 
(Min et al., 2005). De même, la prolifération suite à l’injection d’IL-7 dans une souris normale 
est beaucoup plus importante pour les LTn CD8+ que CD4+ (Boyman et al., 2008; Hennion-
Tscheltzoff et al., 2013). Cette différence de prolifération homéostatique a été récemment 
étudiée par Guimond et ses collègues. Ces derniers ont démontré que, dans un contexte de 
lymphopénie, les niveaux élevés d’IL-7 étaient associés à une réduction de l’expression du 
CMH II à la surface de ces DC, entraînant ainsi la diminution de la PH des LTn CD4+. Ainsi,  
l’abrogation de la signalisation de l’IL-7 dans les DC (souris IL-7Rα-/-) permet l’expression du 
CMH II et la restauration de la PH des CD4+ (Guimond et al., 2009).  
 
La propension des LTn à proliférer homéostatiquement dépend en partie de l’affinité de leur 
TCR pour le ligand psCMH (Kassiotis et al., 2003; Kieper et al., 2004). Des LT TCR 
transgéniques qui ont une forte affinité pour le psCMH (comme OT-I ou 2C) prolifèrent 
davantage que des LT de faible affinité (comme HY et OT-II) quand ils sont transférés dans un 
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hôte lymphopénique. En plus de la force d’interaction entre le TCR et le psCMH, l’abondance 
de psCMH à la surface des cellules présentatrices d’antigènes influencera également l’intensité 
de la prolifération (Ge et al., 2001). 
Comme la signalisation du TCR est également nécessaire lors de l’activation des LT, on peut se 
demander comment celle-ci varie entre cette dernière et la prolifération homéostatique. Goldrath 
et al ont comparé la signature moléculaire de LT en prolifération homéostatique à celle de LT 
activés et ont découvert que ces processus partageaient la même voie de signalisation, à la 
différence que celle-ci était atténuée lors de la prolifération homéostatique (Goldrath et al., 
2004). Ceci serait dû à la différence de présentation antigénique (Ag du soi vs Ag étranger), 
l’absence de co-stimulation lors de la prolifération homéostatique ainsi que la régulation de la 
signalisation du TCR (mentionné ci-dessus) qui seraient renversés lors de l’activation par la 
force de la combinaison des différents signaux d’activation. On peut penser entres autres à 
Foxo3a et Foxj1 qui empêchent l’activation de NFκB, mais également à l’autoinhibition de la 
calcineurine, enpêchant l’activation de NFAT (Sprent and Surh, 2011; Surh and Sprent, 2000). 
1.4.2 Prolifération homéostatique par d’autres cytokines 
Comme l’IL-7R partage la chaîne commune γc avec d’autres cytokines, on peut se 
demander si ces dernières peuvent également induire la PH. Il a été démontré que la PH des LTn  
peut être déclenchée par l’IL-2 ou l’IL-15, et ce même en absence de lymphopénie (Cho et al., 
2007; Melchionda et al., 2005). Cependant, il n’y a aucun effet sur la PH des LTn CD4+ et CD8+ 
dans des souris lymphopéniques génétiquement déficientes en IL-2 ou IL-15. Par contre, les 
LTn CD8+ polyclonaux ou transgéniques (Ovalbumin-specific transgenic TCR, OT-I) 
prolifèrent massivement lorsqu’on les transfère dans un hôte déficient soit pour l’IL-2Rα, IL-
2Rβ ou l’IL2-Rγc. Cette prolifération est presque équivalente à une réponse antigénique et ne 
s’applique qu’aux LTn CD8+ qui acquièrent un phénotype mémoire (CD44hiCD62Lhi ou lo) (Cho 
et al., 2007; Ramsey et al., 2008). Par ailleurs, les souris déficientes en IL-2Rα ou IL-2Rβ 
développent un syndrome lymphoprolifératif accompagné d’une inflammation systémique et de 
maladies auto-immunes (Suzuki et al., 1995; Willerford et al., 1995). Parallèlement, la 
surexpression de l’IL-15 cause aussi un syndrome lymphoprolifératif, mais associé à une 
accumulation de cellules NK et des LT CD8+ mémoires (Fehniger et al., 2001).  
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Très peu d’études ont démontré un rôle possible des autres cytokines de la famille des γc, soit 
l’IL-4, l’IL-9 et l’IL-21 dans la PH des LTn. Il a été observé que l’IL-4 pouvait, comme l’IL-7, 
augmenter la survie des LTn in vitro et in vivo (Boursalian and Bottomly, 1999; Vella et al., 
1997). Aussi, l’IL-4 semble pouvoir induire la prolifération des LTn CD8+ in vivo (Morris et al., 
2009). Cependant cette observation a été faite dans un contexte inflammatoire, où d’autres 
cytokines peuvent influencer la prolifération de ces cellules. L’IL-21 semble pouvoir augmenter 
la survie des LTn en activant la voie PI3K et induisant l’expression de Bcl-2. Cependant, cette 
cytokine n’est pas capable d’induire la prolifération des LTn in vitro et la PH des LTn IL-21R-
/- est normale lorsqu’ils sont transférés dans une souris lymphopénique Rag-/- (Datta and 
Sarvetnick, 2008; Ostiguy et al., 2007). Finalement, l’IL-9 ne semble pas avoir d’effets sur la 
PH des LTn (Goswami and Kaplan, 2011).  
 
1.4.3 Prolifération homéostatique par des antigènes commensaux 
Bien que le psCMH et l’IL-7 en soient les acteurs principaux, il demeure que les 
antigènes étrangers de la flore microbienne sont aussi importants pour la PH. Le rôle de ces 
antigènes dans la PH pourrait varier en fonction de la gravité de la lymphopénie (Kieper et al., 
2005; Min et al., 2005). La distinction semble être la plus importante entre les hôtes atteints de 
lymphopénie aiguë et les hôtes atteints de lymphopénie chronique. En effet, des études ont 
démontré que la PH dans des souris atteintes de lymphopénie aiguë (due à l’irradiation par 
exemple) est principalement déclenchée par le psCMH. À l’inverse, la PH dans des souris 
atteintes de lymphopénie chronique serait en bonne partie déclenchée par des antigènes 
étrangers comme ceux de la flore intestinale (Kieper et al., 2005). Cette prolifération est 
spécifique à l’antigène puisqu’elle n’a lieu que chez des LTn polyclonaux. Le transfert de LTn 
TCR transgéniques dans une souris Rag-/- conduit à une PH lente des LTn CD8+ et quasiment 
aucune prolifération des LTn CD4+. Lors de l’injection de LTn polyclonaux dans une souris 
Rag-/-, une faible proportion de ces cellules va se mettre à proliférer rapidement, et ceci 
indépendamment de l’IL-7. Cette prolifération est d’ailleurs en partie responsable de la 
diminution de la diversité des TCR qui survient chez les greffés médullaires (Mackall et al., 
1996). Finalement, le mécanisme par lequel les antigènes de la flore microbienne entraînent une 
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expansion homéostatique aussi robuste des LTn seulement dans un contexte de lymphopénie 
chronique n’est toujours pas compris. 
 
1.5 Homéostasie des lymphocytes T mémoires  
Il a été démontré que la survie prolongée et le renouvellement intermittent des LTm ne 
nécessitent pas de contact avec le psCMH mais dépendent uniquement des cytokines IL-7 et IL-
15. Nous décrirons brièvement les caractéristiques homéostatiques des LTm CD8+ et CD4+. 
 
1.5.1 Homéostasie des lymphocytes T CD8+ mémoires 
Contrairement aux LTn, il semble que l’interaction entre le TCR et le psCMH ne soit 
pas nécessaire à l’homéostasie des LTm CD8+ (Murali-Krishna et al., 1999). La PH des LTm 
CD8+ dépend principalement de l’IL-15 et de l’IL-7. Des LTm CD8+ transférés dans une souris 
déficiente en IL-15 ne peuvent pas proliférer et meurent rapidement (Judge et al., 2002; Kennedy 
et al., 2000). À l’inverse, on observe un nombre plus important de LTm CD8+ dans une souris 
IL-15 transgénique (Fehniger et al., 2001). D’ailleurs, L’IL-2R/15Rβ est exprimé en plus forte 
quantité sur les LTm CD8+ que sur les LTn CD8+  et encore moins sur les LTm et LTn CD4+ 
(Zhang et al., 1998). Des études ont démontré que l’expression de ce récepteur est régulée par 
deux facteurs de transcription, T-bet et Eomesodermin (Eomes), qui sont surexprimés lors de 
l’activation et la différenciation des LTn en LT effecteurs puis mémoires (Intlekofer et al., 
2005). Conformément à cette découverte, l’inhibition de T-bet et Eomes est associée à un déficit 
sévère en LTm CD8+. 
Étrangement, la génération des LTm CD8+ chez la souris IL-15-/-est normale. Par contre, la 
survie de ces cellules est grandement diminuée (Becker et al., 2002). Dans un contexte de 
lymphopénie, les LTn CD8+ qui adoptent un phénotype mémoire lors de la PH sont régulés par 
l’IL-7 et l’IL-15 (Tan et al., 2002). Finalement, l’IL-7 semble aussi jouer un rôle dans 
l’homéostasie des LTm CD8+ puisque cette cytokine serait suffisante, et même nécessaire, pour 
leur survie (Kieper et al., 2002; Osborne et al., 2007; Schluns et al., 2000).  
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1.5.2 Homéostasie des lymphocytes T CD4+ mémoires  
Comme avec les LTm CD8+, les LTm CD4+ ne semblent par requérir d’interaction avec 
le psCMH pour survivre et proliférer (Swain et al., 1999). L’homéostasie normale de ces cellules 
nécessite l’IL-7 et l’IL-15. L’IL-7 semble importante pour la survie et la prolifération des LTm 
CD4+, spécifiquement dans des conditions de lymphopénie (Lenz et al., 2004). L’IL-15 semble 
aussi permettre aux LTm CD4+ de proliférer et survivre plus longtemps (Lenz et al., 2004; 
Purton et al., 2007). Ceci est surprenant considérant que les LTm CD4+ expriment très peu le 
récepteur IL-2Rβ comparé aux LTm CD8+ (Zhang et al., 1998). Dans des conditions de 
lymphopénie cependant, l’IL-15 ne joue pas de rôle important dans l’homéostasie des LTm 
CD4+ (Purton et al., 2007). Les LTm CD4+ ressemblent donc aux LTm CD8+ quant à leur besoin 
en IL-7 et IL-15 pour leur homéostasie. Malgré tout, la dépendance en IL-7 semble beaucoup 
plus importante pour les LTm CD4+ alors que les LTm CD8+ dépendent davantage de l’IL-15. 
 
 
2. Les cellules dendritiques  
Les cellules dendritiques (Dendritic Cells, DC) jouent un rôle crucial au niveau du 
système immunitaire. Près de quarante ans après leur découverte, il est maintenant reconnu que 
ces cellules ont non seulement une incroyable capacité à engendrer une réponse immunitaire 
contre un pathogène, mais qu’elles influencent aussi l’homéostasie d’autres cellules du système 
immunitaire (Merad et al., 2013; Mildner and Jung, 2014; Satpathy et al., 2012).  
 
2.1. Les sous-types de cellules dendritiques  
2.1.1. Les cellules dendritiques résidants dans les organes lymphoïdes 
L’ensemble des DC, à part un sous-type dérivé des monocytes, se distingue par la co-
expression constitutive des marqueurs CD45, CD11c, du CMH II et du récepteur Fms-like 
tyrosine kinase 3 (Flt3, CD135) (Tableau 1.1). Au niveau des organes lymphoïdes secondaires, 
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ces cellules sont divisées en deux groupes principaux, les DC conventionnelles (cDC) pouvant 
être divisées en DC CD8α+ (CD11c+CD11b-CD8α+) ou DC CD11b+ (CD11c+CD11b+CD8α-), 
et les DC plasmacytoïdes (pDC) (CD11c+CD11b-B220+mPDCA+) (Facchetti et al., 2003; 
Vremec and Shortman, 1997; Vremec et al., 1992).  
Les DC CD8α+ représentent 20 à 40% des DCs de la rate et des ganglions lymphatiques ainsi 
que la majorité des DC retrouvées dans le thymus. Comparé aux DC CD11b+ et aux pDC, elles 
expriment davantage certains récepteurs, comme CD205 et Clec9A et expriment spécifiquement 
Xcr1 et CD36 (Dorner et al., 2009; Dudziak et al., 2007; Poulin et al., 2012; Ren et al., 1995). 
Au niveau moléculaire, quatre facteurs de transcription principaux semblent être importants 
pour leur développement: Batf3, IRF8, Nfil3 et Id2. En effet, la suppression de Batf3, Nfil3 et 
Id2 entraîne une diminution importante du nombre de DC CD8α+ mais n’affecte pas les DC 
CD11b+ ou les pDC tandis que l’absence d’IRF8 affecte autant les DC CD8α+ que les pDC 
(Aliberti et al., 2003; Hacker et al., 2003; Hildner et al., 2008; Kashiwada et al., 2011). 
Finalement, il a été récemment suggéré qu’IRF8 serait le régulateur principal de la 
différenciation en CD8α+ puisque sa suppression seule empêche la génération de ce sous-type 
après une transplantation de cellules souches hématopoïétiques (Seillet et al., 2013) (Figure 1.3). 
Les DC CD11b+ prédominent dans tous les organes lymphoïdes à l’exception du thymus. 
Comparé aux CD8α+ leur population est plus hétérogène: elles peuvent être divisées en deux 
groupes, dépendamment de l’expression de la molécule endothelial cell-specific adhesion 
(ESAM) (Lewis et al., 2011) (Figure 1.3). Les DC CD11b+ESAMhi expriment plus fortement 
les marqueurs CD4, CD11c et le récepteur Flt3 et plus faiblement Csf-1R (M-CSFR), Csf-3R 
(GM-CSFR) et CCR2 comparé aux DC CD11b+ESAMlo, qui elles n’expriment pas Flt3. De 
manière importante, les DC CD11b+ESAMhi proviennent des progéniteurs communs de DC 
(CDP) tandis que les DC CD11b+ESAMlo semblent être dérivées des monocytes en condition 
d’inflammation (Domínguez and Ardavín, 2010; Ginhoux and Jung, 2014; Randolph et al., 
1999). Les facteurs de transcription RelB, Notch2, RBP-J, IRF2 et IRF4 sont importants pour 
le développement et l’homéostasie des DC CD11b+ (Caton et al., 2007; Ichikawa et al., 2004; 
Lewis et al., 2011; Suzuki et al., 2004; Wu et al., 1998). En effet, la suppression des facteurs de 
transcriptions IRF2, IRF4 et RelB entraîne une perte complète des DC CD11b+, tandis que la 
suppression de Notch2 n’affecte que le développement des DC CD11b+ESAMhi. Finalement, 
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on retrouve dans le thymus une petite population de DC CD11b+ qui se distinguent des DC 
CD8α+ par  l’absence d’expression du CD8α et l’expression du signal regulatory protein-α 
(Sirpα ou CD172α) (Wu and Shortman, 2005). 
Le troisième groupe principal de DC dans les organes lymphoïdes est les cellules dendritiques 
plasmacytoïdes (pDC) (Reizis et al., 2011) (Figure 1.3). Ces cellules représentent une faible 
proportion des DC, de 0,3 à 0,5% des cellules des organes lymphoïdes secondaires. Bien qu’elles 
partagent une origine commune avec les autres DC, ces cellules se différencient par leur 
morphologie sphérique et par une expression faible du CMH II et du marqueur CD11c et 
l’expression de B220, Siglec-H et Bst-2 (aussi connu sous le nom de PDCA-1 ou CD317) 
(Satpathy et al., 2012) (Tableau 1.1). Elles expriment un nombre plus restreint de récepteurs 
reconnaissants les pathogènes (Pathogen Recognition Receptor, PRR) comparé aux cDC, 
cependant elles expriment les TLR endosomaux 7 et 9 reconnaissant les ARN simple brin et 
l’ADN contenant des groupes CpG non méthylés (CpG), respectivement (Iwasaki and 
Medzhitov, 2004). Au niveau moléculaire, les pDC expriment plus abondamment le facteur de 
transcription IRF7, ce qui leur permet de produire plus rapidement de l’IFN de type 1 (Crozat 
et al., 2010a; Honda et al., 2005).  De plus, le facteur de transcription E2-2 joue un rôle crucial 
dans le développement et l’homéostasie de ces cellules. En effet, la suppression de ce facteur 
dans les progéniteurs hématopoïétiques entraîne l’absence de génération de pDC et sa 
suppression dans les pDC matures cause une redifférenciation de ces dernières en pseudo DC 
CD8α+ (Cisse et al., 2008; Ghosh et al., 2010). 
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Tableau I : Phénotype des cellules dendritiques des organes lymphoïdes et non-lymphoïdes 
chez la souris. Tiré de Merad et al., 2013.  
     ND : non déterminé 
 
 
2.1.2. Les cellules dendritiques des organes non lymphoïdes 
Les cDC des organes non lymphoïdes représentent de 1 à 5 % des cellules retrouvées 
dans ces tissus et peuvent être divisés en deux groupes : les DC CD103+CD11b- et les DC 
CD11b+ (Merad et al., 2013).  
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Les DC CD103+CD11b- peuvent être définies comme l’équivalent des DC CD8α+ dans les tissus 
non-lymphoïdes. Bien qu’elles n’expriment pas forcément le CD8α, les DC CD103+CD11b- 
partagent avec les DC CD8α+ le même phénotype et la même expression génique (Edelson et 
al., 2010; Ginhoux et al., 2009) (Tableau I et Figure 1.3). Entre autres, elles expriment le 
récepteur XCR1, les mêmes TLR, elles sont efficaces à faire de la présentation croisée aux LT 
CD8+ et produisent de l’IL-12 (Bedoui et al., 2009; Sousa et al., 1997). 
L’autre groupe de DC retrouvé dans les tissus non lymphoïdes est composé des DC CD11b+. 
Ces DC n’expriment pas le CD103, à part certaines situées dans la lamina propria.  
Il existe dans l’épiderme un type de cellules que l’on appelle cellules de Langerhans. Ces 
cellules représentent 3 à 5 % des cellules de l’épiderme et se distinguent des autres DC par leur 
ontogénie et homéostasie distinctes (Ginhoux and Merad, 2010). On les distingue 
phénotypiquement des autres DC de la peau par l’expression forte de CD207 (langérine) ainsi 
que des niveaux plus faibles de CMH II et CD11c. 
Finalement on retrouve dans les ganglions lymphatiques périphériques un type de DC appelé 
DC migratoires (Randolph et al., 2005). Ces DC, contrairement aux DC résidantes proviennent 
du tissu environnant et migrent aux ganglions par les vaisseaux lymphatiques où elles meurent. 
À l’état basal, les DC migratoires expriment des niveaux plus élevés de CMH II  et des niveaux 
plus faibles de CD11c que les DC résidantes. Il devient cependant difficile de les distinguer dans 
un contexte d’inflammation.   
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Figure 1.3: Régulation du développement et de l’homéostasie des cellules dendritiques 
chez la souris. Les lignes pointillées représentent des voies suspectées mais pas encore 
confirmées. On retrouve les principaux facteurs de transcriptions et cytokines impliqués dans le 
développement et l’homéostasie des progéniteurs de DC et des DC matures (HSC : cellules 
souches hématopoïétiques; CMP : progéniteur commun myéloïde; CLP : progéniteur commun 
lymphoïde; MDP : progéniteur de macrophage et DC; CDP : progéniteur commun des DC; 
ETP : cellule progénitrice thymique; LC : cellules de Langerhans). Tiré de Merad et al., 2013.  
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2.2. Fonctions des cellules dendritiques  
De manière générale, les DC sont reconnues comme ayant le potentiel de reconnaître, 
capturer, apprêter et présenter des antigènes aux LT (Banchereau and Steinman, 1998). Elles 
détiennent une forte activité phagocytaire lorsqu’elles sont immatures, et sont capables de 
produire des cytokines une fois matures. Leur rôle principal est de réguler la réponse 
lymphocytaire T que ce soit à l’état basal (tolérance au soi, homéostasie) ou durant une infection 
(réponse immunitaire). 
 
2.2.1. Fonction des cellules dendritiques CD8α+ et CD103+ 
Les DC CD8α+ sont situées au niveau de la zone marginale dans la rate, de façon à filtrer 
les antigènes dans le sang, et au niveau des sinus sous-capsulaires dans les LN, pour filtrer les 
antigènes provenant des tissus par les vaisseaux lymphatiques afférents ou capturer les Ag des 
DC migratoires (Heath and Carbone, 2009; Henri et al., 2001; Idoyaga et al., 2009). Suite à leur 
activation et à la capture d’un Ag, les DC CD8α+ ainsi que les DC migratoires migrent vers la 
zone riche en LT (zone T) des organes lymphoïdes secondaires, pour présenter celui-ci aux LTn 
et les activer. 
Les CD8α+ et CD103+ expriment différents PRR que les autres sous-types de DC. Entres autres, 
elles sont les seules à exprimer le TLR3, qui reconnaît l’ARN viral double brin, et le TLR11, 
qui reconnaît la protéine Toxoplasma gondii (Edwards et al., 2003; Yarovinsky et al., 2005). 
Aussi, ces sous-types expriment fortement le CD36 et la lectine de type C Clec9A, qui 
reconnaissent respectivement des cellules en apoptose et nécrosées (Ren et al., 1995; Sancho et 
al., 2009), permettant la présentation d’antigènes exogènes dérivés de tumeur ou virus (Iyoda et 
al., 2002). Finalement, les DC CD8α+ et CD103+ sont les seules cellules à exprimer le récepteur 
de chimiokine XCR1, celui-ci jouant un rôle dans l’activation des LT CD8+ cytotoxiques 
(Dorner et al., 2009).  
Comparées aux autres sous-types de DC, les DC CD8α+ et CD103+ ont une capacité supérieure 
à présenter des antigènes aux LT CD8+ et les activer (Haan et al., 2000; Hildner et al., 2008). 
En effet, des souris Batf3 déficientes, qui ne peuvent produire ces DC, sont incapables de monter 
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une réponse cytotoxique efficace contre un virus démontrant le rôle clé de ce sous-type dans la 
réponse cytotoxique. À l’inverse, ces cellules ne semblent pas réguler l’activation des LT CD4+ 
puisque ceux-ci peuvent engendrer une réponse contre une tumeur ou un virus dans les souris 
Batf3 déficientes (Hildner et al., 2008). Les DC CD8α+ et CD103+ sont également les principales 
productrices d’IL-12, cytokine jouant un rôle clé dans la différenciation des LT CD8+ en LT 
cytotoxiques (Mashayekhi et al., 2011; Sousa et al., 1997). De plus, ces cellules ont également 
un potentiel accru à faire de la présentation croisée, dû à une voie de présentation endocytique 
à faible potentiel de dégradation ainsi qu’un transport du phagosome vers le cytosol, permettant 
le transfert d’antigènes exogènes sur les molécules de CMH I (Delamarre et al., 2005; Haan et 
al., 2000; Pooley et al., 2001). Finalement, si elles ne sont pas activées, les CD8α+ et CD103+ 
participent à la tolérance périphérique en induisant l’apoptose des LT autoréactifs et en induisant 
la génération de LT régulateurs (Tregs) (Liu et al., 2002; Qiu et al., 2009; Yamazaki et al., 2008). 
Au niveau du thymus, les DC CD8α+ composent la majorité de la population de DC retrouvée 
dans cet organe. Elles peuvent être divisées en deux groupes, les CD8α+ intrathymiques, qui 
semblent être dérivées directement de progéniteurs lymphoïdes dans le thymus, et un second 
groupe provenant de la périphérie (Ardavin et al., 1993; Wu and Shortman, 2005). Elles 
semblent être impliquées dans la tolérance centrale via la sélection négative des thymocytes bien 
que ce rôle soit principalement rempli par les cellules épithéliales thymiques de la médulla 
(Klein et al., 2009; Yano et al., 2008). De plus, certaines études suggèrent qu’elles joueraient 
un rôle dans le développement des Treg, bien que ceci reste sujet à controverse (Hsieh et al., 
2012; Klein et al., 2009).  
 
2.2.2. Fonction des cellules dendritiques CD11b+   
Nos connaissances sur les fonctions précises des DC CD11b+ sont moins poussées que 
celles sur les CD8α+. Ceci est dû principalement au manque de modèle permettant une 
élimination spécifique de ces cellules. Comme les autres sous-types de cDC, les DC CD11b+ 
peuvent reconnaître des antigènes, les apprêter et les présenter aux LT dans les ganglions 
lymphatiques (Dudziak et al., 2007).  Contrairement aux DC CD8α+, elles ne sont pas efficaces 
à faire de la présentation croisée et ne produisent pas d’IL12. Cependant, ces cellules sont 
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reconnues comme étant plus efficaces à présenter des antigènes via le CMH II et donc à activer 
les LT CD4+  (Dudziak et al., 2007; Lewis et al., 2011).   
Finalement, on retrouve une faible proportion de DC CD11b+Sirpα+CD8α- dans le thymus (Wu 
and Shortman, 2005). Cette population qui provient de la périphérie peut aussi induire la 
sélection négative des thymocytes autoréactifs et la différenciation des thymocytes en Tregs 
(Bonasio et al., 2006; Proietto et al., 2008).  
 
2.2.3. Fonction des cellules dendritiques plasmacytoïdes 
Les pDC sont quant à elles spécialisées dans la réponse antivirale lors de laquelle elles 
peuvent sécréter des quantités importantes d’interféron de type 1 (Colonna et al., 2004; Reizis 
et al., 2011). Cependant, leur absence n’altère pas la charge virale ou l’activation des LT, 
suggérant qu’elles n’ont pas un rôle majeur dans la présentation antigénique (Swiecki et al., 
2011). Par contre, il a été démontré qu’elles jouent un rôle clé dans le contrôle de la réponse 
virale chronique, en soutenant la survie des LT CD8 cytotoxiques grâce à leur sécrétion 
d’interféron (Cervantes-Barragan et al., 2012).   
 
2.3. Développement et homéostasie des cellules dendritiques 
Plusieurs études ont démontré que les cDC ont une demi-vie courte et sont constamment 
remplacées à partir des progéniteurs hématopoïétiques (Liu and Nussenzweig, 2010; Merad et 
al., 2013). Un progéniteur ne se différenciant qu’en DC a d’ailleurs été caractérisé (Liu et al., 
2009; Naik et al., 2007; Onai et al., 2007). Ces progéniteurs communs de DC (Common DC 
Progenitors, CDP) (Lin-Sca-1-IL-7Rα-CD16/32lowc-kitintCD11b-CD115+CD135+) sont produits 
dans la moelle osseuse à partir des progéniteurs de macrophage et DC (Macrophage and DC 
Progenitors, MDP), eux-mêmes provenant des progéniteurs communs lymphoïdes (Common 
Lymphoïd Progenitors, CLP) ou de progéniteurs communs myéloïdes (Common Myeloïd 
Progenitors, CMP). En effet, le transfert de ces progéniteurs (MDP, CLP ou CMP) dans des 
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souris irradiées permet le développement, mais pas uniquement, de DC (Fogg et al., 2006; Manz 
et al., 2001; Traver et al., 2000).  
Les CDP se différencient par la suite en pré-cDC (CD11c+CMHII-) qui migrent vers les organes 
lymphoïdes pour finir leur développement en cDC CD8α+ et CD11b+, mais pas en pDC  (Liu et 
al., 2009; Naik et al., 2007). En effet, à la différence des cDC, les pDC finissent leur maturation 
dans la moelle osseuse avant de migrer vers les organes lymphoïdes secondaires (Cisse et al., 
2008; Schlitzer et al., 2011).  
 
2.3.1. Facteurs de croissance impliqués dans le développement des cellules 
dendritiques 
Le développement des DC est fortement dépendant de l’expression du récepteur Flt3 
(CD135) à la surface des progéniteurs hématopoïétiques mais également de leur potentiel à 
répondre au ligand du Flt3, le Flt3-Ligand (Flt3-L). En effet, on retrouve très peu de DC dans 
des souris Flt3-/- ou Flt3-L-/- (Karsunky et al., 2003; McKenna et al., 2000; Waskow et al., 2008). 
À l’inverse, l’expression forcée de Flt3 dans des progéniteurs Flt3-/- restaure leur capacité à se 
différencier en DC et l’injection ou la surexpression du Flt3-L entraîne une augmentation 
importante de cDC et pDC in vivo (Manfra et al., 2003; Maraskovsky et al., 1996; Onai et al., 
2006). 
Le Flt3-L est produit par les cellules stromales, les cellules endothéliales et les LT activés  
(Wodnar-Filipowicz, 2003). Le récepteur Flt3 est quant à lui exprimé à la surface des CSH, des 
CLP et une partie des CMP, des MDP, des CDP et finalement des pré-cDC. Son expression est 
d’ailleurs perdue dans les autres lignées qui ne se différencient pas en DC. En périphérie, seuls 
les pré-DCs, les cDC et les pDC expriment Flt3 (Karsunky et al., 2003). Il semble qu’environ 
5% des cDCs, ou leurs progéniteurs immédiats, prolifèrent en périphérie, et le Flt3-L et la LTβ 
jouent un rôle important dans l’homéostasie de ces cellules (Kabashima et al., 2005; Liu and 
Nussenzweig, 2010; Waskow et al., 2008). Cependant ces cellules ne s’auto-renouvellent pas et 
sont constamment remplacées par de nouvelles cellules provenant des progéniteurs.  
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Le GM-CSF est couramment utilisé pour différencier des progéniteurs hématopoïétiques en DC 
in vitro (Caux et al., 1996; Inaba et al., 1992; Sallusto and Lanzavecchia, 1994). Son récepteur 
est d’ailleurs exprimé à la surface des MDP et des CDP. Cependant, l’absence de ce facteur de 
croissance, ou de son récepteur, semble surtout affecter le développement des DC des organes 
non-lymphoïdes et son injection in vivo n’augmente pas le nombre de DC des organes 
lymphoïdes (Greter et al., 2012; King et al., 2010; Kingston et al., 2009; Maraskovsky et al., 
1996; Vremec et al., 1997). In vitro, le GM-CSF permet la différenciation des monocytes en DC 
(Palucka et al., 1998; Santin et al., 1999).  
Comme mentionné plus tôt, la lymphotoxine β (LTβ) semble également jouer un rôle sur 
l’homéostasie des DC, principalement sur les DC CD11b+ puisque les souris déficientes pour 
son récepteur (LTβR) ont des nombres absolus plus faibles de ce sous-type dans les organes 
lymphoïdes secondaires (Kabashima et al., 2005; Wang et al., 2005; Wu et al., 1999). À l’inverse 
la surexpression de LTβ augmente la quantité de DC CD11b+. 
Le Stromal-Derived Factor 1 alpha (SDF-1α ou CXCL12), est une chimiokine exprimée par 
plusieurs types cellulaires dont les cellules stromales, les CXCL12-abundant reticular cells 
(CAR cells), les ostéoblastes, les cellules endothéliales et les cellules exprimant la nestine, 
retrouvées dans la moelle osseuse (Nagasawa, 2014). Cette chimiokine, aussi connue sous le 
nom de pre-B cell-growth-stimulating factor a été caractérisée à sa découverte comme un facteur 
nécessaire à la croissance des progéniteurs de lymphocytes B (Nagasawa et al., 1996). Il a été 
par la suite démontré que cette chimiokine et son récepteur, CXCR4, n’ont pas juste un effet sur 
la migration et l’activation des leucocytes mais jouent des rôles cruciaux dans des processus 
développementaux comme l’hématopoïèse, la cardiogénèse, la formation vasculaire et la 
neurogénèse. Au niveau hématopoïétique, l’utilisation de souris génétiquement modifiées pour 
exprimer de façon conditionnelle, ou ne pas exprimer du tout, CXCL12 ou CXCR4, a démontré 
le rôle essentiel de cette voie de signalisation dans la colonisation de la moelle osseuse par les 
CSH durant l’ontogénie mais aussi dans la maintenance des CSH dans la moelle osseuse chez 
l’adulte (Ara et al., 2003; Greenbaum et al., 2013; Sugiyama et al., 2006). Au niveau 
immunitaire, cet axe est nécessaire pour le développement des lymphocytes B, des cellules NK 
et des DC dans la moelle osseuse (Kohara et al., 2007; Noda et al., 2011; Tokoyoda et al., 2004). 
Finalement, SDF-1α joue également un rôle sur l’homéostasie des DC puisqu’il a été démontré 
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qu’il affecte la maturation et la survie de ces cellules (Delgado-Martin et al., 2011; Hernández-
López et al., 2008; Kabashima et al., 2007; Wang et al., 2009). 
 
2.3.2. Différenciation directe des progéniteurs en situation d’inflammation 
Il a été récemment démontré que les progéniteurs hématopoïétiques expriment des TLR 
et que suite à la reconnaissance de PAMP, ceux-ci peuvent se différencier en DC in vitro et in 
vivo (Nagai et al., 2006; Sioud and Fløisand, 2007; Sioud et al., 2006; Welner et al., 2008; Yáñez 
et al., 2013). En ce qui concerne les CDP, il a été démontré que ces progéniteurs, suite à 
l’injection de LPS, diminuent l’expression du récepteur CXCR4 et surexpriment le récepteur 
CCR7, leur permettant de quitter la moelle osseuse et de migrer aux ganglions lymphatiques où 
ils se différencient en DC (Schmid et al., 2011). 
 
2.4. Les cellules dendritiques  chez l’humain 
Chez l’humain, les DC sont caractérisées par l’absence de marqueurs de lignée (lin-: 
CD3, CD19, CD14, CD20 et glycophorine A) et l’expression constitutive du CMH II. Même si 
les monocytes et macrophages humains expriment le CD11c, on définit les cDC comme étant 
Lin-MHCII+CD11c+ (Durand and Segura, 2015; Merad et al., 2013).  
On retrouve deux types de DC dans le sang, la rate et les ganglions lymphatiques: les pDC et 
les cDC, ces dernières pouvant être divisées en deux sous-types, un exprimant le CD1c 
(BDCA1) et l’autre exprimant le CD141 (BDCA3) (Dzionek et al., 2000; Jongbloed et al., 2010; 
MacDonald et al., 2002; McIlroy et al., 2001). 
Les DC CD1c+ représentent la majorité des cDC dans le sang et semblent être plus reliées aux 
DC murines CD11b+ (Robbins et al., 2008). Les DC CD141+ constituent quant à elles une 
minorité de cDC dans le sang. Une étude transcriptomique a démontré que, malgré l’absence 
d’expression du CD8α,  ces cellules sont l’équivalent des DC CD8α+ observées chez la souris 
(Robbins et al., 2008; Villadangos and Shortman, 2010). Comme pour les CD8α+, les DC 
CD141+ sont les seules cDC à exprimer Clec9A et XCR1 et expriment les mêmes facteurs de 
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transcription, c’est-à-dire Batf3 et IRF8 (Crozat et al., 2010b; Huysamen et al., 2008; Robbins 
et al., 2008; Segura et al., 2012). D’ailleurs, l’inhibition de Batf3 dans les progéniteurs 
hématopoïétiques empêche leur différenciation Flt3-L dépendante en CD141+ mais pas en 
CD1c+ (Poulin et al., 2012). Finalement, les CD141+ partagent les mêmes fonctions que les DC 
CD8α+ murines : elles peuvent produire de grande quantité d’IL-12, reconnaître et phagocyter 
des cellules mortes et présenter des antigènes par présentation croisée (Crozat et al., 2010b; 
Jongbloed et al., 2010; McIlroy et al., 2001; Poulin et al., 2012). La relation entre les cDC 
humaines et murines n’est cependant pas complètement semblable. En effet, les CD1c+ sont 
également capables de produire de l’IL-12 et d’activer les LT CD8+  et contrairement à la souris, 
une mutation d’IRF8 chez l’humain n’entraîne pas la perte spécifique des DC CD141+ 
(Hambleton et al., 2011; Nizzoli et al., 2013).  
Tout comme les pDC murines, les pDC humaines sont caractérisées par une production massive 
d’IFN de type 1. Elles sont définies comme étant Lin-
MHCII+CD303(BDCA2)+CD304(BDCA4)+ (Reizis et al., 2011). Notons que, contrairement 
aux pDC murines, les pDC humaines n’expriment pas le CD11c (Durand and Segura, 2015; 
Reizis et al., 2011). Cependant, leur développement requiert lui aussi l’expression du facteur de 
transcription E2-2 (Cisse et al., 2008; Ghosh et al., 2010). 
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3. Transplantation de cellules souches hématopoïétiques et 
maladie du greffon contre l’hôte 
3.1. Les débuts de la transplantation de cellules souches 
hématopoïétiques 
 C’est avec la fin de la Deuxième Guerre mondiale et l’explosion des bombes atomiques 
que débuta l’histoire de la transplantation de cellules souches hématopoïétiques (Ezzone, 2009; 
Little and Storb, 2002; Thomas, 1999; Thomas and Blume, 1999). La peur de cette nouvelle 
arme nucléaire incita un grand nombre de chercheurs à s’intéresser aux effets biologiques de 
l’irradiation. En 1949, Jacobson et ses collègues découvrirent qu’une souris irradiée de manière 
létale pouvait survivre si l’on protégeait sa rate à l’aide de plomb au moment de l’irradiation 
(Jacobson and Marks, 1949). Peu de temps après, Lorenz et ses collègues démontrèrent qu’un 
effet protecteur contre l’irradiation pouvait être apporté en injectant une solution à base de 
cellules de rate ou de moelle osseuse (Lorenz et al., 1951). Au départ, les chercheurs croyaient 
que cette protection était due à un facteur « humoral » plutôt que cellulaire mais les travaux de 
Barnes et Loutit en 1954 ainsi que ceux de Main et Prehn en 1955 confirmèrent que la source 
protectrice provenait bel et bien des cellules de moelle osseuse injectées (Barnes and Loutit, 
1953; Main and Prehn, 1955).  
Ce sont les modèles animaux qui permirent le développement de nos connaissances dans le 
domaine de la transplantation de cellules souches hématopoïétiques. Des études chez la souris 
démontrèrent que l’injection de cellules de moelle osseuse par voie intraveineuse se révélait la 
meilleure façon de régénérer un système hématopoïétique (van Bekkum et al., 1967). On 
démontra également que l’injection de cellules de moelle osseuse allogénique (c.-à-d. d’un hôte 
différent mais de la même espèce) pouvait rendre le receveur malade. Cette maladie fut décrite 
comme étant une réaction immunitaire des cellules lymphoïdes injectées contre les cellules de 
l’hôte et est maintenant connue sous le nom de : maladie du greffon contre l’hôte (graft-versus-
host disease, GVHD) (Billingham and Brent, 1957). Par la suite, débuta l’emploi de substances 
pouvant réduire les signes cliniques de la GVHD, comme le méthotrexate (Uphoff, 1958).  
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C’est avec la découverte de l’importance du thymus dans la génération de nouvelles cellules 
lymphoïdes et de leur importance au niveau du système immunitaire que débute la biologie de 
la transplantation (Good et al., 1962; Miller and Moreman, 1963). Les études chez le chien 
permirent de mieux cerner les techniques de greffe applicables chez l’humain. Un chien qui 
recevait ses propres cellules de moelle osseuse récoltées avant l’irradiation avait jusqu’à 4 fois 
plus de chances de survivre (Cavins et al., 1962; Mannick et al., 1960). On observait également 
les mêmes problèmes liés à la transplantation que chez la souris : absence de la prise du greffon 
associé à un rejet de greffe; ou prise du greffon et GVHD suite à une greffe de moelle osseuse 
allogénique (Lochte et al., 1962). Il était aussi possible de greffer des chiens sans irradiation en 
utilisant des produits chimiques comme le cyclophosphamide ou le dimethyl busulphan (Storb 
et al., 1969). Finalement, des greffes de moelle osseuse entre chiens de même portée avaient des 
taux de succès plus élevés que celles entre des chiens de portées différentes (Epstein et al., 1968, 
1969). Ainsi, ces études furent parmi les premières à mettre en évidence l’importance de 
l’histocompatibilité dans le succès de la greffe de moelle osseuse. 
 
3.2. La transplantation de cellules souches hématopoïétiques pour 
traiter des cancers 
Ces avancées menèrent au développement d’un programme de greffe de moelle osseuse 
chez l’humain par E. Donnall Thomas et ses collègues et d’un principe thérapeutique applicable 
chez l’humain. Ce principe était de traiter des patients atteints de cancers hématologiques avec 
des doses d’irradiation élevées afin d’éliminer un nombre maximal de cellules cancéreuses. 
Cette technique entraînait aussi une toxicité irréversible au niveau de la moelle osseuse, et la 
survie des patients reposait sur l’injection de cellules de moelle osseuse provenant de donneurs 
sains. Barnes et ses collègues furent les premiers à démontrer l’efficacité de ce procédé pour 
traiter la leucémie chez la souris (Barnes et al., 1956). Malheureusement, à ses débuts, le 
programme de transplantation médullaire chez l’humain connut des échecs (Thomas et al., 
1957). Seules les greffes hématologiques utilisant un donneur jumeau identique semblaient 
sécuritaires (Thomas et al., 1959). Néanmoins, ces résultats démontrèrent pour la première fois 
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que des humains pouvaient être protégés des effets d’une irradiation intensive par l’injection de 
cellules de moelle osseuse. 
La découverte des antigènes de transplantation a finalement permis de franchir la barrière 
allogénique (Dausset, 1958; Van Rood et al., 1958). L’importance des molécules du Human 
Leukocyte Antigen (HLA) dans la greffe de moelle osseuse allogénique fut démontrée à l’aide 
de modèles canins. Des chiens irradiés qui recevaient de la moelle osseuse de donneur 
incompatible pour les antigènes de transplantation (Dog Leukocyte Antigen, DLA) décédaient 
peu de temps après la greffe de GVHD (Figure 1.4). Par contre, ceux qui recevaient de la moelle 
osseuse d’un donneur DLA compatible avaient de meilleures chances de survie à long terme. 
Les chances de survie étaient encore augmentées si on traitait les receveurs au méthotrexate 
après la greffe de moelle osseuse pour diminuer la GVHD. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1.4: Courbe de survie après une greffe de moelle osseuse chez le chien. Survie de 
chiens ayant reçu une irradiation totale de 1000 rad et une greffe de moelle osseuse de donneur 
compatible (matched) ou incompatible (mismatched) pour l’antigène leucocytaire du chien 
(DLA). MTX : méthotrexate. Tiré de Thomas, 1999. 
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Chez l’humain, Gatti et ses collègues rapportèrent la première greffe de moelle osseuse 
allogénique réussie chez un patient atteint d’une immunodéficience grave et greffé en utilisant 
un donneur apparenté dont le groupe HLA était présumé identique. Des analyses ultérieures 
démontrèrent que le patient et le donneur possédaient en fait une incompatibilité au niveau d’un 
seul antigène majeur d’histocompatibilité (Gatti et al., 1968).  
Le premier traitement contre la leucémie eut lieu chez un patient en phase blastique d’une 
leucémie myéloïde chronique. Il fût greffé avec succès avec de la moelle osseuse d’un donneur 
HLA compatible mais malheureusement décéda de complications associées à une infection par 
le cytomégalovirus (Buckner et al., 2001). On découvrit également vers la fin des années 1970 
que des patients greffés au moment de leur première rémission, ou aux premiers signes de 
rechutes, voyaient leur chance de survie augmenter davantage (Beutler et al., 1979; Thomas et 
al., 1979). Malgré des taux de mortalité assez élevés, les premiers résultats démontrèrent que la 
transplantation de cellules souches hématopoïétiques permettait de guérir des patients atteints 
de différentes formes de cancers hématologiques.   
 
3.2.1. Les différents types de transplantation de cellules souches   
Comme mentionné précédemment, la transplantation de cellules souches 
hématopoïétique (Hematopoïetic Stem Cell Transplantation, SCT) consiste à transférer des 
cellules souches d’un donneur à un patient (receveur) ayant reçu des traitements de radiothérapie 
et/ou chimiothérapie. Ces traitements, qui ont pour objectif d’éliminer les cellules tumorales, 
engendrent également des dommages à la moelle osseuse saine, causant une perte de 
l’hématopoïèse. La SCT peut être divisée en deux catégories basées sur la source des CSH : la 
SCT autologue ou la SCT allogénique. 
La SCT autologue implique l’isolation et le transfert des propres CSH du patient. Elle peut être 
employée pour traiter des cancers hématologiques, des tumeurs solides et même des maladies 
auto-immunes (Li and Sykes, 2012). La SCT allogénique (Allogeneic Stem Cell 
Transplantation, ASCT) quant à elle implique l’isolation des CSH d’un donneur de la même 
espèce puis leur transfert dans le patient (Figure 1.5). Ce type de transplantation est utilisée pour 
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traiter des  cancers hématologiques ou solides, des maladies génétiques, des maladies auto-
immunes et possiblement pour faciliter la greffe d’organe solide. L’isolation des CSH pour la 
transplantation peut se faire de différentes façons; soit directement de la moelle osseuse, par 
ponction; ou bien dans le sang, suite à la mobilisation des CSH de la moelle osseuse vers le 
sang; ou encore en utilisant le sang de cordon ombilical.  
L’avantage principal de l’ASCT est son effet anti-tumoral qui survient lorsque les cellules 
immunitaires du donneur s’attaquent aux cellules tumorales de l’hôte. Cet effet est toutefois 
associé à une complication, la maladie du greffon contre l’hôte (GVHD) durant laquelle les 
cellules immunitaires du donneur s’attaquent également aux tissus sains de l’hôte. Le régime de 
préparation qui précède l’ASCT cause lui-même de la toxicité et de l’inflammation, ce qui 
accroît l’activation des cellules immunitaires et accentue le développement de la GVHD.  
Chez l’humain, l’apparition de la GVHD est directement reliée au niveau de compatibilité des 
HLA (Park and Seo, 2012; Petersdorf, 2013). Cependant, des receveurs d’une greffe HLA-
identique peuvent aussi développer une GVHD dû à des différences génétiques situées en dehors 
des loci du CMH et qui codent pour des protéines appelées antigènes mineurs 
d’histocompatibilité (minor Human Antigen, miHA) (Korngold and Sprent, 1983; Spierings et 
al., 2013; Warren et al., 2012). Ces miHA qui sont présentés par le CMH proviennent de 
protéines encodées par des locus polymorphiques donnant lieu à des différences dans la 
séquence ou la structure de la protéine entre individus. Il n’existe pour l’instant aucun instrument 
pour mesurer cette incompatibilité, ce qui rend la GVHD difficile à prédire dans ce contexte. 
Les HLA se divisent en deux classes, les HLA de classe I (HLA-A, -B et –C) et HLA de classe 
II (HLA-DP, -DQ, -DR). Les gènes qui encodent les molécules de HLA sont hautement 
polymorphiques (Park and Seo, 2012). Lors de la greffe, on esssaye de trouver un donneur dont 
l’ensemble des gènes HLA, appelé haplotype, est identique ou le plus similaire possible à celui 
du patient. En particulier, la compatibilité au niveau des loci HLA-A, -B, -C et –DRB1 semble 
la plus importante pour éviter le développement d’une GVHD sévère.  
Le choix idéal d’ASCT est l’utilisation des CSH d’un donneur HLA-identique. Avec la taille 
des familles qui diminue, moins de 30% des patients ont la chance d’avoir un donneur apparenté 
(Kekre and Antin, 2014). De même, les chances de trouver un donneur non apparenté HLA-
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compatible diminuent chez les patients non caucasiens (Oudshoorn et al., 2006). Pour remédier 
à cette situation, on envisage trois solutions : l’utilisation de CSH de donneur non apparenté 
HLA-incompatible; la transplantation haploidentique; ou bien la transplantation de CSH de sang 
de cordon. L’ASCT non apparentée HLA-incompatible est définie comme une transplantation 
pour laquelle le donneur et le receveur sont incompatibles pour au moins un allèle du HLA. La 
transplantation haploidentique, elle, réfère à une incompatibilité pour la moitié des allèles du 
HLA entre le donneur et le receveur. Finalement, la transplantation à partir de sang de cordon 
consiste à isoler les cellules du sang de cordon ombilical, dans lequel on retrouve une proportion 
élevée de CSH. Chaque solution a ses avantages et ses inconvénients mais le choix dépendra 
surtout de la compatibilité entre le donneur et le receveur et la disponibilité du greffon.  
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Figure 1.5: Schéma simplifié de la transplantation allogénique de cellules souches 
hématopoïétiques. Les cellules souches hématopoïétiques du donneur sont isolées par 
leucophérèse, dans cet exemple-ci suite à leur mobilisation par le traitement de G-CSF. Ces 
cellules sont ensuite transférées au patient qui a reçu ses traitements de chimiothérapie et/ou 
radiothérapie. On observe après la greffe le remplacement du système hématopoïétique du 
patient par celui du donneur. Tiré de Shlomchik, 2007.  
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3.4. Maladie du greffon contre l’hôte (GVHD)  
En 1966, Billingham énonçait trois conditions pour que se développe une GVHD : le 
greffon devait contenir des cellules immunologiquement compétentes, le receveur devait 
exprimer des antigènes qui n’étaient pas présents chez le donneur, et le receveur devait être 
incapable de réagir et d’éliminer les cellules immunocompétentes du greffon (Billingham, 
1966). Nous savons désormais que ces cellules immunologiquement compétentes sont les LT et 
qu’ils peuvent à eux seuls induire une GVHD dès qu’ils sont transférés dans un receveur qui ne 
peut pas les éliminer (Drobyski and Majewski, 1996; Hervé et al., 1987; Kernan et al., 1986; 
Sprent et al., 1986).  
On distingue deux types de GVHD, la GVHD aiguë et la GVHD chronique. Les deux types ont 
des étiologies et des pathophysiologies distinctes. La GVHD aiguë a été à la base décrite comme 
une maladie apparaissant dans les 100 jours post-greffe et la GVHD chronique apparaissant plus 
tardivement. Cette définition basée uniquement sur un critère temporel est loin d’être parfaite 
puisque nous savons maintenant que certaines formes de GVHD aiguë apparaissent plus tard. 
Ainsi, les signes cliniques et les organes atteints constitueraient de meilleurs indicateurs quant 
au type de GVHD.   
La prévalence de la GVHD aiguë dépend en grande partie du degré de compatibilité entre le 
donneur et le receveur. La prévalence peut varier de 35-45% chez les receveurs d’une greffe 
complètement compatible (d’un frère ou d’une sœur donneur) à 60-80% suite à une greffe de 
donneur non apparenté incompatible au niveau d’un antigène HLA (Flomenberg et al., 2004; 
Loiseau et al., 2007; Shaw et al., 2010).  Les régions les plus touchées par la GVHD aiguë sont 
la peau (81% des patients), le tube gastro-intestinal (54% des patients) et le foie (50% des 
patients) (Martin et al., 1990). Les poumons, le thymus et les organes lymphoïdes secondaires 
sont souvent également affectés. La GVHD aiguë peut être divisée en quatre stades, 
dépendamment de l’atteinte des organes cibles et de la gravité des dommages. Le stade 1 
représente une maladie de faible intensité, avec une atteinte cutanée sur environ 25% de la peau. 
Au stade 2, la gravité de la GVHD est considérée comme moyenne, 50% de la peau est affectée, 
le foie peut commencer à être touché et le patient peut avoir une faible diarrhée et des nausées. 
Au stade 3, la GVHD s’aggrave, plus de 50% de la peau est affectée, le foie est atteint et le 
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patient a des crampes abdominales et de la diarrhée. Finalement, le stade 4 est considéré comme 
très grave. À ce stade, la peau peut avoir des cloques et le patient devient ictérique. Les stades 
3 et 4 ont un mauvais pronostic, la survie à long terme (4 ans post-greffe) au stade 3 n’est que 
de 25% tandis qu’elle n’est que de 5% au stade 4 (Cahn et al., 2005).  
 
3.4.1. Modèles animaux 
La majeure partie de nos connaissances sur la GVHD provient de modèles animaux. 
L’utilisation de modèles de souris génétiquement identiques a permis de détailler les 
mécanismes pathophysiologiques impliqués dans cette réaction. Il faut cependant noter que, 
dans le contexte d’une étude sur la GVHD, il existe plusieurs disparités entre la souris et 
l’humain tant au niveau cellulaire qu’au niveau expérimental qu’il faut prendre en compte 
lorsque l’on interprète les résultats. Les différences cellulaires incluent entre autres des ratios 
différents des sous-types de cellules immunitaires, l’expression disparate de récepteurs et de 
molécules de costimulation ainsi que la production ou la fonction variée de cytokines ou 
chimiokines (Mestas and Hughes, 2004). Au niveau expérimental, il y a six facteurs principaux 
qu’il faut considérer lorsque l’on convertit les résultats des modèles murins vers l’humain 
(Schroeder and DiPersio, 2011; Socié and Blazar, 2009) : 
1) Le régime de préparation chez l’humain comprend principalement un traitement de 
chimiothérapie combiné ou non à un traitement de radiothérapie. Ces traitements sont 
généralement administrés en doses multiples permettant ainsi de diminuer la toxicité et 
l’inflammation qui les accompagnent. Le régime de préparation chez la souris consiste quant à 
lui en un seul traitement de radiothérapie administré en une ou deux doses généralement 
beaucoup plus élevées. L’inflammation et les dommages tissulaires causés par le régime de 
préparation sont donc différents entre l’humain et la souris et influencent la gravité de la GVHD. 
2) Les différences génétiques et immunitaires entre le donneur et le receveur influencent 
également la gravité de la GVHD. Chez l’humain, le donneur et le receveur sont généralement 
associés selon leur compatibilité pour les antigènes majeurs du CMH (HLA) et ne diffèrent 
qu’au niveau des antigènes mineurs d’histocompatibilité. Chez la souris, la plupart des modèles 
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impliquent une incompatibilité majeure au niveau du CMH. De plus, il existe une multitude de 
lignées de souris qui ont chacune des ratios différents de cellules immunitaires pouvant aussi 
affecter la GVHD. Finalement, le fond génétique qui peut varier entre ces lignées influence la 
gravité de la GVHD.  
3) La source des cellules immunitaires du donneur. Chez l’humain, la source de CSH utilisée 
pour la greffe provient soit de la moelle osseuse ou soit du sang périphérique. Ces deux types 
de greffons contiennent des cellules immunitaires dont le nombre peut varier. Chez la souris, 
les cellules immunitaires injectées avec la moelle osseuse sont généralement isolées à partir de 
la rate ou des ganglions lymphatiques d’une souris donneuse. Ces cellules provenant de sources 
variables présentent des proportions différentes de sous-types cellulaires ainsi que des propriétés 
de migration distincte, ce qui peut aussi influencer le développement de la GVHD.  
4) La flore microbienne et les pathogènes influencent la gravité de la GVHD. Le régime de 
préparation chez l’humain cause des dommages au niveau du tube digestif, ce qui entraîne la 
relâche de microorganismes qui contribuent à la gravité de la GVHD. D’ailleurs, l’intestin 
constitue l’un des principaux organes touchés par la GVHD. À l’inverse, les souris sont logées 
depuis leur naissance dans des environnements exempts de pathogènes. Par conséquent, 
l’impact de la flore intestinale sur la GVHD risque d’être beaucoup plus important chez 
l’humain que chez la souris.  
5) L’âge affecte la thymopoïèse ainsi que la sensibilité aux radiations (Ordemann et al., 2002). 
Alors que les greffes de CSH chez l’humain se font principalement à l’âge adulte, l’âge des 
souris auquel on étudie la GVHD est généralement de 8 à 12 semaines sur une durée de vie de 
2 ans. De plus, le thymus de la souris est plus résistant à l’irradiation et peut possiblement encore 
produire de nouveaux LT dans un contexte sans GVHD.  
6) La prophylaxie post-greffe diminue généralement la gravité de la GVHD.  Suite à une greffe 
de moelle osseuse allogénique, les humains reçoivent des traitements de prophylaxie avec des 
immunosuppresseurs qui atténuent l’activation du système immunitaire et diminuent la gravité 
de la GVHD. Chez la souris, nous utilisons rarement des traitements immunosuppresseurs, ce 
qui peut contribuer à augmenter la gravité de la GVHD. 
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3.4.2. Pathophysiologie de la GVHD aiguë  
Dès maintenant dans le texte, le terme GVHD se rapportera à la GVHD aiguë.  
La progression de la GVHD peut être divisée en trois étapes principales: 1) le dommage 
tissulaire causé par le régime de préparation, 2) l’activation des LT du donneur et 3) les 
dommages infligés aux tissus cibles par les LT du donneur (Figure 1.6). 
La réponse immunitaire est déclenchée suite aux dommages causés par le régime de préparation 
(Figure 1.6). Les tissus endommagés libèrent des cytokines proinflammatoires telles que 
l’interleukine 1 (IL-1) ou le tumor necrosis factor alpha (TNF-α) et des chimiokines qui vont 
entraîner l’activation des cellules présentatrices d’antigènes (Antigen Presenting Cells, APC) et 
l’augmentation de l’expression de molécule d’adhésion, de costimulation ainsi que du CMH 
(Antin, 2001; Xun et al., 1994). Les dommages causés au niveau du tube gastro-intestinal vont 
également entraîner la translocation de produits microbiens comme le lipopolysaccharide (LPS) 
et autres molécules associées aux pathogènes (PAMPs) qui vont accentuer l’activation des DC 
par signalisation via leur TLR (Cooke et al., 2001; Hill and Ferrara, 2000; Hill et al., 1997). 
La deuxième étape, l’activation des LT du donneur, débute avec l’identification par le TCR des 
antigènes d’histocompatibilité de l’hôte présentés par les APC de l’hôte (Chakraverty and 
Sykes, 2007) (Figure 1.6). Les LT activés se mettent alors à proliférer et à acquérir leur fonction 
effectrice, sécrétant de l’IFNγ et exprimant la molécule Fas. Les cytokines proinflammatoires 
entraînent également l’activation d’autres cellules effectrices comme les neutrophiles, les 
monocytes, les cellules NK et les macrophages, ces derniers pouvant sécréter de l’IL-1, du TNF-
α et de l’oxyde nitrique. 
La troisième étape est définie comme étant la destruction des tissus cibles par des médiateurs 
cellulaires (LT cytotoxiques, cellules NK) et solubles (cytokines proinflammatoires comme le 
TNF-α, l’IL-1 ou l’interféron γ, perforine et granzime) (Figure 1.6). Ces dommages amplifient 
la relâche de cytokines proinflammatoires ce qui contribue à accentuer la GVHD. 
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3.4.2.1. Cellules présentatrices d’antigènes et présentation antigénique 
Les travaux effectués chez la souris ont démontré que les APC hématopoïétiques du 
receveur sont nécessaires pour activer les LT CD8+ tandis que les LT CD4+ peuvent être aussi 
activés par les APC non hématopoïétiques (les cellules stromales) du receveur (Koyama et al., 
2012; Shlomchik et al., 1999; Toubai et al., 2012). Bien qu’il ait été démontré que les DC du 
receveur jouent un rôle clé dans la présentation des Ag de l’hôte aux LT du donneur, plusieurs 
études ont conclu que ces cellules ne sont pas nécessaires au développement de la GVHD 
(Duffner et al., 2004; Koyama et al., 2012; Li et al., 2012; Lin et al., 2014; Teshima et al., 2002a; 
Toubai et al., 2012).  Cependant, il demeure que les DC du donneur jouent un rôle clé dans la 
présentation des Ag de l’hôte et le maintien de la GVHD, celle-ci une fois enclenchée (Markey 
et al., 2009, 2014; Matte et al., 2004; Wang et al., 2011). 
 
3.4.2.2. Sous-type de lymphocytes T impliqués  
Les lymphocytes T détenant une chaîne alpha et béta du TCR (LT αβ) sont les acteurs 
principaux de la GVHD. En effet, l’élimination de ces cellules diminue radicalement l’incidence 
de la GVHD chez la souris, le chien et l’humain (Truitt and Atasoylu, 1991; Yu et al., 2006). 
Suite à une greffe de moelle osseuse CMH-incompatible, les LT CD8+ et CD4+ peuvent induire 
une GVHD. Dans le cas d’une greffe CMH-compatible, les LT CD8+ semblent jouer un rôle 
plus important dans la GVHD alors que les LT CD4+ peuvent dans certains cas supporter 
l’activation des LT CD8+ et participer à l’induction de la GVHD (Shlomchik, 2007; Yu et al., 
2006).  
Chez la souris, il a été démontré que les LTn  et les LTCM peuvent induire la maladie mais qu’à 
l’inverse les LTEM en sont incapables (Anderson et al., 2003; Zhang et al., 2012; Zheng et al., 
2009). Une des hypothèses pour expliquer que les LTEM ne peuvent pas induire une GVHD est 
qu’ils n’expriment pas le CD62L ou le CCR7 et n’ont pas la possibilité de migrer vers les 
ganglions lymphatiques ou les plaques de Payer pour s’activer. Cependant, des LTn qui 
n’expriment pas le CD62L et le CCR7 peuvent quand même déclencher une GVHD,  
supposément en s’activant dans le foie ou la moelle osseuse (Anderson et al., 2008). Les LTEM 
ont par contre l’avantage d’induire tout de même une réponse antitumorale (Zheng et al., 2008). 
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3.4.2.3. Importance de la costimulation 
Les molécules de costimulation jouent un rôle important dans l’activation des LT et le 
déclenchement de la GVHD. L’absence de costimulation entraîne généralement l’anergie des 
LT. Dans un contexte de GVHD, l’inflammation active les APC qui, suite à ce stimulus, 
augmentent l’expression des molécules de costimulation. L’interaction entre le récepteur CD28 
exprimé sur les LT et ses ligands CD80 et CD86 exprimés sur les APC permet l’activation des 
LT. D’ailleurs, l’inhibition de cette interaction par des molécules antagonistes des ligands B7 
ou par des Ig-CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4), permet de réduire considérablement 
l’intensité de la GVHD (Blazar et al., 1994; Hakim et al., 1995; Yu et al., 2000). La molécule 
Inducible Costimulator (ICOS), une autre molécule de costimulation, interagit avec le ligand 
B7H exprimé à la surface des APC et stimule la réponse effectrice. L’inhibition de l’interaction 
d’ICOS avec B7h diminue aussi la gravité de la GVHD (Li et al., 2011a; Taylor et al., 2005). 
La molécule Program death-1 (PD-1) est un frein naturel des LT activés (comme CTLA-4) et 
son absence est associée à une production accrue d’interféron gamma (IFNγ) ainsi qu’à une 
aggravation de la GVHD. La famille des récepteurs du Tumor Necrosis Factor  (TNF) joue aussi 
un rôle important dans la GVHD et l’inhibition du TNFα par l’utilisation d’anticorps 
monoclonaux démontre une certaine efficacité pour diminuer les signes cliniques de la GVHD. 
 
 
 
 
 56 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1.6 : Étapes de la GVHD aiguë chez la souris. La progression de la GVHD peut être 
divisée en trois étapes principales, A) Les dommages tissulaires induits par la radiothérapie et 
libération de cytokines proinflammatoires B-D) activation, prolifération et migration des LT 
alloréactifs et E) destruction des tissus cibles. Tiré de Schroeder and DiPersio, 2011 
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La molécule OX40 exprimée sur les LT activés semble aussi contribuer à la GVHD lorsque 
celle-ci se lie avec son ligand OX40L exprimé sur les APC (Blazar et al., 2003; Tsukada et al., 
2000). CD40L, qui n’est exprimé que sur les LT CD4+ activés, contribuerait aussi à la gravité 
de la GVHD (Blazar et al., 1997; Buhlmann et al., 1999). 4-1BB présente quant à lui un potentiel 
intéressant pour contrôler la GVHD puisque son inhibition réduit considérablement la gravité 
de la GVHD causée par les LT CD8+ (Wang et al., 2009; Blazar et al., 2001a; Nozawa et al., 
2001).  
 
3.4.2.4. Migration des lymphocytes T 
Suite à l’ASCT, les LT du donneur contenus dans le greffon vont migrer vers les organes 
lymphoïdes où ils vont recevoir des signaux d’activation de la part des APC du receveur (Negrin 
et Contag, 2006). Une fois activés, ces lymphocytes vont se diriger vers les tissus cibles et causer 
la pathologie propre à la GVHD. Presque tous les tissus expriment des antigènes qui peuvent 
être reconnus par les LT alloréactifs. Pourtant, la GVHD est limitée à des organes bien précis, 
le tube digestif, la peau, le foie, les poumons et les organes lymphoïdes secondaires (Ferrara et 
al., 2009; Shlomchik, 2007; Socié and Blazar, 2009). Ceci suppose que les LT migrent vers ces 
sites grâce à une combinaison de signaux et de récepteurs bien spécifiques. Il faut aussi 
mentionner que ces organes renferment un nombre impressionnant d’APC, ce qui pourrait 
expliquer en partie la prédisposition de ces organes à la GVHD.   
Vu l’importance des organes lymphoïdes secondaires dans l’activation des LT alloréactifs, des 
chercheurs ont mis au point une molécule, le fingolimod (FTY720), qui entraîne la sous-
expression du récepteur S1P1, ce qui empêche les LT de sortir des organes lymphoïdes. Chez la 
souris et le rat, l’utilisation du FTY720 diminue considérablement le développement de la 
GVHD (Hashimoto et al., 2007; Song et al., 2006). Cependant, l’administration du même 
composé chez le chien ne semble pas avoir d’effets bénéfiques et les essais cliniques chez 
l’humain ont été annulés en raison de toxicité (Lee et al., 2003; Socié and Blazar, 2009).  
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3.4.2.5. Fonctions effectrices des lymphocytes T  
Suite à l’ASCT, l’expression des antigènes de l’hôte par ses APC est nécessaire afin 
d’activer les LT du donneur. Dans des greffes de moelle osseuse CMH-incompatible, les 
dommages induits aux organes par les LT activés ne nécessitent pas de présentation de ces 
antigènes sur les tissus cibles (Teshima et al., 2002a). Les LT CD4+ peuvent induire une GVHD 
sans contact direct car la maladie serait en partie causée par la sécrétion de cytokines telles 
l’IFNγ, le TNFα et l’IL-1. D’ailleurs, l’IFNγ active les neutrophiles, cellules NK, monocytes et 
APC et augmente la présentation des antigènes du soi par les cellules non immunitaires de l’hôte, 
ce qui contribue à accentuer la GVHD. Dans un contexte CMH-compatible, seuls les LT CD8+ 
requièrent un contact avec les tissus pour induire des dommages (Matte-Martone et al., 2008). 
En effet, les LT CD8+ requièrent généralement une interaction avec l’antigène pour relâcher des 
perforines, granzymes et exprimer Fas ligand (FasL). Cependant, des LT déficients en FasL et 
perforine peuvent encore induire une GVHD, ce qui suggère l’implication d’autres mécanismes 
qui contribuent à la GVHD (Marks et al., 2004). On peut penser par exemple à des cytokines 
comme le TNFα ou l’IFNγ, ou sinon à d’autres ligands induisant l’apoptose comme ceux faisant 
partie de la famille des TNF-related apoptosis inducing ligand (TRAIL). 
 
3.4.3. Pathophysiologie de la GVHD chronique 
La pathophysiologie de la GVHD chronique est moins bien comprise que celle de la 
GVHD aiguë, en partie à cause du nombre limité de modèles animaux pour l’étudier (Linhares 
et al., 2013; Socié and Ritz, 2014). La GVHD chronique ressemble davantage à une maladie 
auto-immune. En  plus de s’attaquer aux organes cibles de la GVHD aiguë, la GVHD chronique 
s’étend aux muqueuses et aux glandes. Les modèles de développement de la maladie impliquent 
trois mécanismes pathologiques principaux: la production d’auto-anticorps, des voies de 
signalisation profibrotiques et une fonction thymique défectueuse. Comparée à la GVHD aiguë, 
la réponse immunitaire déclenchée dans la GVHD chronique n’est pas causée par des dommages 
tissulaires (Figure 1.7). D’ailleurs, l’inflammation est généralement diminuée dans la GVHD 
chronique. Ce serait, entre autres, les dommages thymiques lors de la GVHD aiguë qui 
pourraient être responsables d’une sélection négative déficiente, ce qui entraînerait la génération 
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de LT autoréactifs (Zhang et al., 2007). À ce stade, l’activation des LT ne dépend plus des APC 
du receveur mais bien des APC produits à partir des CSH du donneur qui présentent des 
antigènes du receveur.  
La présence des LT CD4+ semble être nécessaire et suffisante pour induire la GVHD chronique 
(Zhang et al., 2006). Les LT CD4+ serviraient à soutenir la production d’auto-anticorps par les 
lymphocytes B par la sécrétion de cytokines de type Th2 comme l’IL-4, l’IL-10 et l’IL-13. Les 
LT et B une fois activés peuvent migrer vers les organes cibles et induire de la fibrose et une 
inflammation chronique.  
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Figure 1.7 : Étapes de la GVHD chronique chez la souris. La progression de la GVHD 
chronique peut-être divisée en cinq étapes principales, A) l’activation des LT et B, B-D) 
activation, prolifération et migration des LT et B, et E) destruction des tissus cibles par 
inflammation chronique et fibrose. Tiré de Schroeder and DiPersio, 2011. 
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3.5. GVL et contrôle de la GVHD 
3.5.1. La réaction du greffon contre la leucémie (GVL)  
L’histo-incompatibilité à la base de la GVHD est également responsable d’un effet 
bénéfique appelé réaction du greffon contre la leucémie (Graft-Versus-Leukemia, GVL) où les 
cellules cancéreuses résiduelles, c.-à-d. les cellules qui ont échappé à la chimiothérapie, sont 
reconnues et détruites par les LT alloréactifs et les cellules NK du donneur (Kolb et al., 1995). 
En effet, dès les débuts de l’ASCT, il a été observé que des patients greffés à partir de CSH de 
donneur HLA-incompatible avaient moins de rechutes leucémiques que des patients greffés 
avec des CSH d’un donneur HLA-compatible (Weiden et al., 1979). On sait maintenant que les 
LT alloréactifs ont la capacité d’éliminer les cellules leucémiques. Ainsi, les probabilités de 
rechute leucémique suite à une ASCT syngénique (jumeaux identiques) ou une ASCT sans LT 
sont d’environ 50-60% cinq ans après la greffe (Horowitz et al., 1990) (Figure 1.8). À l’inverse, 
les patients greffés avec de la moelle osseuse allogénique ont environ 30% de chances de faire 
des rechutes s’ils n’ont pas de GVHD et environ 20% s’ils en sont atteints. Les probabilités de 
rechutes diminuent encore si les patients sont atteints de GVHD chronique seule ou en 
combinaison avec une GVHD modérée. Malheureusement, cet effet bénéfique ne supplante pas 
l’effet délétère de la GVHD. Le défi est présentement de séparer la réaction GVL de la réaction 
GVHD (Falkenburg and Warren, 2011; Kolb, 2008).  
 
3.5.2. Prophylaxie de la GVHD  
Les régimes de préparation à intensité réduite (ou non-myéloablatifs) permettent de 
diminuer considérablement les dommages tissulaires et la relâche de cytokines 
proinflammatoires qui jouent un rôle clé dans le déclenchement de la GVHD (Gyurkocza and 
Sandmaier, 2014). En effet, les études cliniques ont démontré une diminution de la fréquence 
de GVHD grave (stades 2 à 4) suite à ce type de régime (Couriel et al., 2004; Levine et al., 2003; 
Pérez-Simón et al., 2005). Cependant, la GVHD peut apparaître plus tard et pourrait se 
superposer à la GVHD chronique. 
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Figure 1.8 : Probabilité de rechute leucémique après une ASCT dépendamment du type 
de greffe et de GVHD. Tiré de Horowitz et al., 1990. 
 
Les LT sont les acteurs principaux de la GVHD. Différentes stratégies de prophylaxie visent à 
éliminer ou à bloquer l’action de ces cellules. Il existe trois techniques principales d’élimination 
des LT : 1) une déplétion des LT ex vivo (purging), 2) la sélection positive des cellules souches 
CD34+ ex vivo et 3) des anticorps contre les LT in vivo (Ferrara et al., 2009). Toutes ces 
techniques permettent une diminution importante de la GVHD mais entraînent une 
augmentation du rejet de greffe, de rechutes leucémiques et des infections. En effet, certaines 
études ont démontré que la déplétion des LT était associée à des chances de survie plus faible 
qu’une immunosuppression standard chez des patients ayant reçu une greffe de moelle osseuse 
allogénique (Champlin et al., 2000).  
Une technique d’élimination des LT  in vivo est l’utilisation de globulines anti-lymphocyte. Ces 
globulines sont isolées à partir du sérum de cheval ou de lapin et qui contient des titres élevés 
d’anticorps polyclonaux dirigés contre les LT du donneur. Cependant les effets biologiques 
varient considérablement entre individus et les effets négatifs incluent de la fièvre, des maux de 
tête, de la thrombocytopénie (réaction croisée avec les plaquettes) et quelquefois un choc 
anaphylactique (Bacigalupo, 2005). On utilise plus souvent de hautes doses de 
cyclophophamide, administrées après l’ASCT et ayant comme objectif d’éliminer les cellules 
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qui prolifèrent rapidement, c.-à-d. les LT alloréactifs, et d’épargner les CSH et les Tregs 
(Kanakry et al., 2013).  
Plusieurs techniques pharmacologiques visent à bloquer l’action des LT en inhibant leur 
activation (Holtan et al., 2014).  Le méthotrexate fut le premier agent prophylaxique utilisé à 
grande échelle suivi de la cyclosporine, un inhibiteur de la calcineurine. De nos jours, le 
traitement prophylaxique classique comprend un inhibiteur de la calcineurine (comme la 
cyclosporine ou le tracrolimus qui semble être plus efficace) combiné au méthotrexate ou au 
mycophenolate mofetil (qui semble avoir une plus faible toxicité que le methotrexate). 
Finalement, un traitement de plus en plus répandu pour faire face à la GVHD est la photophérèse 
extracorporelle. Ce traitement consiste à  prélever les lymphocytes du patient en GVHD par 
leucaphérèse et de les marquer avec un agent intercalant l’ADN, le 8-methoxypsoralen, qui sous 
l’action des rayons UVA deviendra cytotoxique et les éliminera. Dans une étude de phase II 
portant sur la photophérèse corporelle dans les cas de GVHD résistante aux stéroïdes, la maladie 
a régressé chez 50% des patients, améliorant ainsi leur survie à long terme (Greinix et al., 2006). 
De manière similaire, le 4,5-dibromorhodamine-123, communément appelé TH9402, est utilisé 
avant la greffe de moelle osseuse pour éliminer spécifiquement les LT qui causent la GVHD. 
Suite à une activation ex vivo des cellules du donneur contre les cellules du receveur, le TH9402 
est préférentiellement retenu à l’intérieur des  LT activés. Lorsque les cellules sont exposées à 
la lumière, les LT activés sont éliminés (Guimond et al., 2002). Ce procédé fait également l’objet 
d’études cliniques.  
 
3.5.3. Traitement de la GVHD 
La GVHD apparaît généralement dans les semaines ou les mois suivants l’ASCT. Le 
traitement standard est l’utilisation de corticostéroïdes qui diminue l’inflammation et la 
prolifération des LT. Cependant, l’utilisation de corticostéroïdes entraîne une diminution des 
signes cliniques de la GVHD chez moins de 50% des patients et les GVHD graves ont moins de 
chance de répondre au traitement (MacMillan et al., 2002). Il n’existe pour l’instant pas de 
 64 
traitements standards pour ces GVHD réfractaires. En général, le patient reçoit de l’ATG (anti-
thymocyte globulin) ou des inhibiteurs du TNF (comme l’etanercept) (Holtan et al., 2014).   
Différentes approches, que l’on peut diviser selon leur nature pharmacologique ou cellulaire, 
sont présentement en essais cliniques ou précliniques (Magenau and Reddy, 2014; Wolf et al., 
2012). Au niveau pharmacologique, les inhibiteurs des histones déacétylases (HDACi) ont 
démontré un effet substantiel sur l’activation des DC et l’expansion des Tregs, permettant de 
réduire la GVHD chez la souris (Choi et al., 2015; Reddy et al., 2008). Plusieurs traitements 
ciblant l’activation des LT, comme l’inhibition de l’IL-21, du TNFα, du facteur de transcription 
STAT1, de la protéine PKCθ ou des inhibiteurs du protéasome sont également en cours de 
validation (Blanco et al., 2006; Gatza et al., 2014; Haarberg et al., 2013; Lim et al., 2015; Ma et 
al., 2011). Finalement, il a été récemment démontré que l’interruption de la voie de signalisation 
Notch sur les LT alloréactifs empêche le développement de la GVHD (Sandy et al., 2013; Tran 
et al., 2013; Zhang et al., 2011). 
Au niveau cellulaire, le transfert, ou l’expansion, des Tregs démontre des effets prometteurs 
quant à la prévention de la GVHD, sans affecter la GVL (Ianni et al., 2011; Shin et al., 2011). 
Les cellules Natural Killer T cells (NKT) pourrait également avoir un effet bénéfique sur la 
GVHD, certainement en influençant la différenciation des LT en LT Th2 ou le développement 
des Tregs, diminuant la capacité à induire une GVHD (Leveson-Gower et al., 2011; 
Schneidawind et al., 2014). Finalement, l’injection de cellules stromales mésenchymales (MSC) 
semble donner de bons résultats chez des patients atteints d’une GVHD résistante aux 
corticostéroïdes (55% de réponse dans une étude de phase II) (Le Blanc et al., 2008; Kim et al., 
2013). Toutefois, le mécanisme d’action des MSC n’est toujours pas connu. 
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3.6. Transplantation de cellules souches hématopoïétiques et 
reconstitution immunitaire 
Suite à l’ASCT, on observe des comptes très faibles de cellules immunitaires chez les 
patients greffés. La reconstitution du système immunitaire dépend de plusieurs facteurs : de 
facteurs pré-greffe (âge, maladies, donneur de CSH); de facteurs pendant la greffe (régime de 
préparation, source des CSH, manipulation sur le greffon); et de facteurs post-greffe (GVHD, 
infections, traitements immunosuppressifs). C’est durant cette période d’immunosuppression 
que les patients sont le plus exposés aux rechutes leucémiques (Le Blanc et al., 2009; Savani et 
al., 2006) ou aux infections virales, bactériennes ou fongiques. D’ailleurs, les infections sont 
responsables d’environ 35 à 45% de la mortalité suite à une ASCT (Parody et al., 2015). Les 
acteurs principaux de ces infections opportunistes sont, au niveau viral, les virus Herpès, 
cytomégalovirus, varicelle et Epstein Barr; au niveau bactérien, les bactéries gram positives et 
négatives ainsi que les bactéries encapsidées; et au niveau fongique, les espèces du groupe 
Candida et Aspergillus (Mackall et al., 2009).  
 
3.6.1. Reconstitution du système inné et des lymphocytes B 
Il est à noter que la présente section se base sur les études faites chez l’adulte, après une ASCT 
utilisant des CSH, indépendamment du régime de préparation ou de l’histocompatibilité.  
De manière générale, les cellules du système inné se régénèrent plus rapidement que les cellules 
du système adaptatif (Figure 1.9). Les comptes de neutrophiles, comme ceux des monocytes, 
augmentent rapidement après l’ASCT pour se normaliser quelques mois après (Bensinger et al., 
1996). Quant aux NK, on commence à les retrouver quelques mois après la greffe (Storek et al., 
2001a). 
 
Le nombre de DC, et particulièrement les pDC, est bas pour une période de 6 à 18 mois post-
ASCT (Arpinati et al., 2004; Chang et al., 2012; Takebayashi et al., 2004). Plus précisément, le 
compte de pDC et mDC semble augmenter légèrement dans les premières semaines qui suivent 
la greffe pour graduellement diminuer et se maintenir bien en dessous des normales (Horváth et 
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al., 2009) (Figure 1.9 et Tableau II). Cette augmentation précoce pourrait être due aux niveaux 
élevés de Flt3-L détectés au moment de l’ASCT (Chklovskaia et al., 2004). 
 
Les lymphocytes B sont complètement absents pendant les premiers mois post-ASCT et ne sont 
reconstitués que 1 à 2 ans après la transplantation (Scarselli et al., 2015). Comme pour les autres 
cellules, la GVHD et les traitements d’immunosuppression ralentissent leur reconstitution 
(Storek et al., 2001b). De plus, le répertoire de lymphocytes B est restreint pendant au moins 1 
an post-transplantation, limitant la réponse contre les infections et la production d’anticorps 
suite à une première dose de vaccination (Chou et al., 2011; Glas et al., 2000; Gueller et al., 
2011). 
 
3.6.2. Reconstitution des lymphocytes T 
Indépendamment du type d’ASCT, les patients subiront une perte quasi complète de leur 
population de LT post-greffe. Plusieurs facteurs sont responsables de cette lymphopénie: 1) le 
régime de préparation avant la greffe suivi du traitement d’immunosuppression pour maîtriser 
l’activation des LT rendent les patients extrêmement immunosupprimés; 2) le nombre restreint 
de LT injectés avec le greffon ne permet pas une reconstitution optimale du réservoir de LT; 3) 
la GVHD elle-même entraîne une diminution substantielle de la reconstitution immunitaire des 
LT (Castermans et al., 2011; Chung et al., 2001; Weinberg et al., 2001).  
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Figure 1.9: Compte approximatif des cellules immunitaires (exprimé en % des comptes 
normaux) avant et après transplantation allogénique de cellules souches 
hématopoïétiques. Tiré de Bosch et al., 2012 
 
Il existe deux façons de régénérer des LT chez un patient greffé : par la PH des LT matures 
contenus dans le greffon qui réagissent à la lymphopénie et par la production de novo de LTn 
dérivés de la moelle osseuse du donneur et produits par le thymus du patient. La production de 
novo de LT permettrait de générer des LT dérivés du donneur tolérants envers l’hôte et détenant 
un répertoire TCR étendu. Malheureusement, la fonction thymique décroît relativement tôt chez 
l’humain et la production de nouveaux LT à partir du thymus est très faible chez l’adulte (Lynch 
et al., 2009). De plus, le régime de préparation ainsi que la GVHD endommagent le thymus et 
empêchent le développement de nouveaux LT (Fu et al., 2007; Krenger et al., 2011; Mackall et 
al., 2009; Ringhoffer et al., 2013; Weinberg et al., 2001). Dans ce contexte, la PH des LT du 
greffon devient l’unique moyen de reconstituer la population de LT. En plus du faible nombre 
de LT, le répertoire de ces cellules est très limité post-greffe, ce qui accentue 
l’immunosuppression et les risques d’infections (Gorski et al., 1994; Mackall et al., 1996; 
Talvensaari et al., 2002). 
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À la différence des autres cellules immunitaires, la régénération des LT ne suit pas l’ontogénie 
habituelle. En effet, la majorité des LT retrouvés après l’ASCT sont de type mémoire/effecteur 
(Weinberg et al., 2001) tandis que le nombre de LTn peut être bas pendant plusieurs années, 
voire des décennies, post-greffe (Le et al., 2011; Storek et al., 2001c). Pour des raisons obscures, 
la reconstitution des LT CD8+ est plus efficace que celle des LT CD4+ (Figure 1.9 et Tableau 
II) (Mackall et al., 1995; Storek et al., 1997).  En effet, ces derniers peuvent prendre plusieurs 
années avant de revenir à des nombres normaux tandis que le nombre de LT CD8+ semble se 
restaurer dans les mois qui suivent l’ASCT (Federmann et al., 2011; Fujimaki et al., 2001; 
Heining et al., 2007; Klyuchnikov et al., 2010; Puissant-Lubrano et al., 2014; Storek et al., 2008; 
Xhaard et al., 2014).  
 
3.6.3. Traitements pour faciliter la reconstitution immunitaire 
Comme nous l’avons vu précédemment, les rechutes et les infections sont, avec la 
GVHD, les grands responsables de la morbidité et de la mortalité associées à l’ASCT. Il est 
donc crucial de développer des thérapies permettant d’accélérer la reconstitution immunitaire 
ou la réponse immunitaire des patients greffés. Ces thérapies peuvent être divisées en deux 
groupes, celles modulant la reconstitution immunitaire ou celle impliquant le transfert de 
cellules déjà fonctionnelles (van den Brink et al., 2004; Chang et al., 2014; Mackall et al., 2009; 
Seggewiss and Einsele, 2010; Tzannou and Leen, 2014).  
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Tableau II : Résumé de la reconstitution post-greffe des principaux sous-types étudiés 
dans cette thèse. Adapté de Bosch et al., 2012. 
  
3.6.3.1. Stimuler la régénération in vivo des cellules 
Il est connu depuis longtemps que le thymus n’est pas juste important pour la génération 
de LT mais surtout pour la diversification du répertoire de LT. Malheureusement, cet organe est 
endommagé par le régime de préparation et la GVHD, menant à une thymopoïèse quasi 
inexistante. Différentes stratégies ont été mises au point afin d’améliorer la fonction thymique. 
 
Le keratinocyte growth factor (KGF) est un membre de la famille des facteurs de croissance des 
fibroblastes. Il est connu pour son effet protecteur sur les cellules épithéliales, notamment les 
cellules épithéliales thymiques. Il a été démontré que l’administration de KGF chez la souris 
avant la greffe pouvait protéger le thymus contre les dommages induits par la chimiothérapie et 
ainsi permettre une meilleure reconstitution immunitaire thymique (Min et al., 2002; 
Panoskaltsis-Mortari et al., 2000; Rossi et al., 2002). Malheureusement les essais cliniques chez 
l’humain n’ont pas démontré d’effets similaires (Langner et al., 2008; Levine et al., 2008). 
Type cellulaire
Durée de 
reconstitution
Sous-types Répertoire Origine Bibliographie
Cellules dendritiques Mois-années 
1-12 mois pour mDC1 et mDC2            
> 1 an : pDC et rechute observée 
des mDC1 et mDC2      
ND ND
Horvath et al. 2009; 
Arpinatie et al. 2004; 
Damiani et al. 2003; Peric 
et al. 2015; Rajasekar et 
al. 2012; Takebayashi et 
al. 2004; Chang et al. 
2012; Fearnley et al. 1999
AnnéesLymphocytes T CD4+
Idem au CD4+
Weinberg et al., 2001; Le 
et al., 2011; Storek et al., 
2001c; Mackall et al., 
1995; Storek et al., 1997; 
Federmann et al., 2011; 
Fujimaki et al., 2001; 
Heining et al., 2007; 
Klyuchnikov et al., 2010; 
Puissant-Lubrano et al., 
2014; Storek et al., 2008; 
Xhaard et al., 2014
3-6 mois : LT du donneur 
contenus dans le greffon    
> 6 mois : En faible 
partie par HSC du 
donneur si reprise 
thymique
Oligoclonal au début      
Dépend de la reprise 
thymique
1-5 ans pour mémoires/effecteurs     
> 5 ans pour naïfs
Lymphocytes T CD8+ Mois-années
2-6 mois pour 
mémoires/effecteurs                     
> 1 an pour naïfs
Idem aux CD4+ Idem aux CD4+
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La perte progressive de la fonction thymique coïncide avec l’augmentation des hormones 
sexuelles. Il a donc été proposé que l’inhibition de ces hormones pourrait permettre la 
restauration de la thymopoïèse. Une étude clinique a en effet démontré une augmentation 
significative de la survie des patients ayant reçu une transplantation autologue (Sutherland et 
al., 2008). Malheureusement, la régénération thymique n’était pas augmentée par rapport aux 
sujets contrôles et cette stratégie n’était pas efficace dans un contexte allogénique. 
L’absence d’hormone de croissance chez la souris entraîne une atrophie thymique réversible 
avec un traitement de substitution (Murphy et al., 1992). Il a par ailleurs été démontré que le 
traitement de souris avec une hormone de croissance humaine recombinante (rhGH) suite à une 
ASCT augmentait le nombre de thymocytes (Chen et al., 2003). Chez des patients infectés par 
le VIH, l’utilisation de rhGH augmente la fonction thymique et la réponse immunitaire 
(Napolitano et al., 2008) et l’étude de ce traitement chez des patients greffés est en ce moment 
en phase 1.  
Plusieurs cytokines sont reconnues pour leur rôle crucial dans la génération et l’homéostasie des 
cellules du système immunitaire. L’interleukine-2, l’IL-7 et l’IL-15 ont d’ailleurs fait l’objet de 
nombreuses études en lien avec la reconstitution immunitaire post-greffe (van den Brink et al., 
2004). 
Dans un contexte de greffe autologue, l’interleukine-2, à faible dose, semble accroître la 
reconstitution des cellules NK, mais sans effets sur les LT (Soiffer et al., 1992). Ainsi, l’IL-2 
pourrait augmenter l’effet anti-tumoral (Soiffer et al., 1994). Malheureusement, des doses trop 
élevées entraînent de la toxicité et l’IL-2 pourrait aggraver la GVHD dans un contexte 
allogénique (MacMillan et al., 2003).  
L’interleukine-15 semble pour sa part être moins toxique que l’IL-2 et pourrait aussi, par le biais 
de son action sur les cellules NK, augmenter la réponse antitumorale (Katsanis et al., 1996; Lin 
et al., 2006). Récemment, il a été démontré que l’IL-15 peut accroître la reconstitution 
immunitaire, principalement les LT CD8+, cellules NK et NKT dans un contexte d’ASCT 
dépourvue de LT (Alpdogan et al., 2005). Malheureusement, l’effet semble être limité aux LT 
CD8+ mémoires et le traitement augmente la gravité de la GVHD dans un contexte CMH-
incompatible ou CMH-compatible dans lequel on réintroduit des LT (Blaser et al., 2005).  
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Dans le même ordre d’idée, l’injection de Flt3-L pourrait améliorer la reconstitution des LT, 
lymphocytes B et DC post-greffe (Blazar et al., 2001; Buza-Vidas et al., 2007; Fry et al., 2004). 
Cependant, comme pour l’IL-15, cette cytokine semble accroître la GVHD plutôt que la 
diminuer dans un contexte allogénique (Blazar et al., 2001). 
Connaissant son rôle clé dans la génération et l’homéostasie des LT, l’administration d’IL-7 
pourrait aussi être intéressante surtout pour son effet sur le développement et la survie des LTn. 
Chez l’humain, l’IL-7 recombinante augmente le nombre de LT dans un contexte d’ASCT 
dépourvue en LT (greffe pour laquelle on a éliminé l’entièreté des LT afin d’éviter le 
développement d’une GVHD) mais son effet est principalement sur les TEM et quasi inexistant 
sur les LTn ou TCM. De plus,  les chercheurs n’ont pas observé d’augmentation du nombre de 
TREC ou des émigrants thymiques récents (RTE) dans le thymus, concluant que l’IL-7 joue 
principalement sur l’homéostasie des TEM en périphérie (Perales et al., 2012).  
Chez la souris, Broers et ses collègues ont démontré, dans un contexte de transplantation 
syngénique, que l’administration d’IL-7 post-greffe augmentait principalement le nombre de LT 
matures en périphérie et moindrement celle des RTE (Broers et al., 2003). Alpdogan et ses 
collègues sont arrivés aux mêmes résultats dans un modèle de transplantation allogénique 
dépourvu de LT (Alpdogan et al., 2003). Par contre, le traitement à l’IL-7 après transplantation 
allogénique dans laquelle on réintroduit des LT ne semble efficace que sur les LTm et pourrait 
aggraver la GVHD (Alpdogan et al., 2001; Chung et al., 2008; Sinha et al., 2002).  
 
3.6.3.2. Transfert de cellules compétentes  
Comme nous l’avons vu, le potentiel des traitements in vivo pour reconstituer le système 
immunitaire semble être limité, surtout dans un contexte de transplantation allogénique où les 
risques d’accroître la gravité de la GVHD sont bien présents. Pour contourner ce problème, 
plusieurs groupes se sont tournés vers le transfert adoptif de cellules générées ex vivo.  
Les premiers transferts adoptifs de cellules impliquent le simple transfert de LT du donneur 
après la greffe (Donor Lymphocyte Infusion, DLI). Ce DLI contient des LT antiviraux, 
permettant une certaine protection antivirale (Hromas et al., 1994; Papadopoulos et al., 1994) 
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mais également des LT antitumoraux (Collins et al., 1997). Malheureusement, on observe 
également dans cette population des clones alloréactifs, pouvant induire une GVHD (Or et al., 
2006; Scarisbrick et al., 2015). Une des approches pour remédier à ce problème est l’utilisation 
de LT génétiquement modifiés dans lesquels on a inséré un gène suicide, permettant de contrôler 
le développement de la GVHD. Brièvement, les lymphocytes T du donneur sont transduits avec 
un virus dans lequel un vecteur code pour un gène induisant la mort cellulaire, ce dernier étant 
seulement exprimé lorsque l’on met les cellules en contacts avec une certaine drogue. Dans une 
étude de phase I/II, cette approche a permis d’éliminer les lympchoytes T du donneur et ainsi 
contrôler la GVHD (Marktel et al., 2003; Maury et al., 2014).  
Il existe aussi une méthode visant à générer ex vivo des LTm ou effecteurs virus-spécifiques à 
partir de LTn du donneur (Gerdemann et al., 2013; Heslop et al., 2010; Sili et al., 2012). Cette 
méthode permet de protéger le patient contre les infections opportunistes et de faciliter la 
reconstitution d’un système immunitaire compétent après la greffe (Leen et al., 2009; Rauser et 
al., 2004; Walter et al., 1995).  
Bien que le transfert de LT virus-spécifiques ait du succès, l’équivalent en générant des LT 
antitumoraux ex vivo ne semble pas aussi évident et s’accompagne de plusieurs obstacles comme 
l’isolation de ces LT, leur migration au site tumoral, leur maintien à long terme et leur fonction 
cytotoxique dans un milieu immunosuppressif (Berger et al., 2009). Une nouvelle approche 
consistant à immuniser le donneur avec des antigènes tumoraux, puis à isoler et transférer au 
receveur les LT mémoires/effecteurs générés, a eu du succès chez la souris, mais reste 
difficilement applicable chez l’humain dû à la difficulté d’isoler des antigènes tumoraux 
spécifiques (Kohrt et al., 2011; Li et al., 2011b). Finalement, l’utilisation de LT génétiquement 
modifiés dans lesquels on remplace le TCR par un récepteur spécifique à un antigène tumoral 
est également très prometteuse (Kershaw et al., 2013).  
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4. Hypothèse et objectifs 
La transplantation allogénique de cellules souches hématopoïétiques est employée pour 
traiter une multitude de cancers hématopoïétiques mais est également utilisée pour traiter des 
maladies génétiques, auto-immunes et des tumeurs solides. Malheureusement, l’effet bénéfique 
de cette technique est limité par la réaction du greffon contre l’hôte (GVHD) qui demeure la 
cause principale de mortalité post-greffe. La GVHD endommage différents organes et retarde 
la reconstitution immunitaire des LT ce qui augmente les risques d’infection et de rechute. Suite 
à l’ASCT, la prolifération homéostatique est la voie principale de reconstitution des LT. 
Comprendre les mécanismes responsables de cette immunosuppression permettrait de 
développer de nouvelles thérapies et ainsi augmenter les chances de survie des patients greffés. 
Nous émettons l’hypothèse que : 
 
La GVHD affecte la régénération des composantes de la niche périphérique nécessaires à 
la prolifération homéostatique des lymphocytes T 
 
 
Les objectifs généraux de cette thèse sont : 
 
1. Comprendre comment la GVHD affecte la reconstitution des lymphocytes T naïfs après 
une transplantation allogénique de cellules souches hématopoïétiques  
 
2. Mettre en place une thérapie de reconstitution immunitaire après une transplantation de 
cellules souches hématopoïétiques  
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Chapitre 2: Article 1 
 
 
SDF-1α and IL-7 treatment improves homeostatic proliferation of 
naïve CD4+ T cells after allogeneic stem cell transplantation 
Simon-David Gauthier, Dominique Leboeuf, Renaud Manuguerra-Gagné, Louis Gaboury and 
Martin Guimond 
 
Cet article a été accepté dans le journal Biology of Blood and Marrow Transplantation en juin 
2015. 
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ABSTRACT  
 
Graft-versus-host disease (GVHD) impairs immune reconstitution following allogeneic stem cell 
transplantation (allo-SCT) and effective therapies aimed at restoring T cell counts in GVHD 
patients have yet to be developed. During GVHD, CD4+ T cell reconstitution is particularly 
affected and current models hold that GVHD insult to the peripheral lymphoid niche is responsible 
for this effect. Here we show that naïve CD4+ T cell homeostatic proliferation (HP) is lost during 
GVHD due to low systemic interleukin-7 (IL-7) and impaired dendritic cell (DC) regeneration. 
We assessed factors involved in DC differentiation and found that, while Flt3-Ligand (Flt3-L) 
levels were normal, Stromal Derived Factor-1α (SDF-1α) was diminished in the blood of GVHD 
mice. Unlike Flt3-L treatment, the administration of SDF-1α specifically increased CD8α+ DC 
numbers and did not worsen GVHD. Importantly, CD4+ T cell HP was enhanced only when IL-7 
and SDF-1α or Flt3L were co-administered, confirming the crucial role of DCs and IL-7 in 
restoring CD4+ T cell regeneration during GVHD. Altogether, our results indicate that CD8α+ DCs 
are part of the peripheral niche that controls CD4+ T cell HP and that their depletion, combined 
with low systemic IL-7, explains how GVHD constrains naïve CD4+ T cell reconstitution after 
allo-SCT.  
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INTRODUCTION 
 
Graft-versus-host disease (GVHD) is the principal complication of allogeneic stem cell 
transplantation (allo-SCT) and occurs when alloreactive donor T cells recognize differences in 
major and/or minor histocompatibility antigens expressed by recipient cells (1). Despite significant 
progress in clinical management of acute GVHD, its incidence following allo-SCT is important 
and patients normally experience chronic lymphopenia. Early after allo-SCT, the inflammatory 
milieu presents a fertile ground for alloreactivity and thymic insult resulting from GVHD is largely 
responsible for thymic dysfunction and immune-incompetence (2-4). During this period, 
peripheral mechanisms that regulate homeostatic proliferation (HP) become essential in order to 
restore immunocompetence to the greatest extent (5, 6). 
 
Studies in mice and humans have demonstrated that T cell receptor (TCR) stimulation and IL-7 
signaling are both essential for the maintenance and homeostatic cycling (HC) of naïve T cells in 
the periphery (7-9). Following post-natal T cell depletion, increased availability of IL-7 and self-
peptide-MHC complexes contribute to induce HP (10-13). However, HP of naive CD4+ T cells is 
inefficient compared to naive CD8+ T cells and normally results in chronic CD4 lymphopenia (6). 
IL-7 is currently used in clinical trials to increase T cell counts in lymphopenic patients but early 
results demonstrate a greater benefit on naïve CD8+ compared to naïve CD4+ T cells (14, 15). TCR 
signalling is a major controlling factor for IL-7 responsiveness of CD4 HP and in vivo modulation 
of dendritic cells (DCs) by Flt3-Ligand (Flt3-L) can substantially enhance HP of naïve T cells (16-
18). Recent studies have also indicated that Stromal-Derived Factor-1 alpha (SDF-1α) is important 
for DC homeostasis but its mechanism of action remains largely unknown. SDF-1α is a 
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chemoattractive cytokine essential for the homing and the retention of hematopoietic stem cells 
(HSCs) inside the bone marrow (BM) (19). Studies have demonstrated that disruption of the SDF-
1α/CXCR4 axis constrains B cell lymphopoiesis and affects plasmacytoid dendritic cell (pDC) 
differentiation and perhaps other DC subsets (20, 21). Thus, in addition to IL-7, DC homeostasis 
is likely to have a substantial effect on the degree of CD4 HP after allo-SCT.  
 
Recent insights into the biology of GVHD have demonstrated that insults to the peripheral niche 
regulating T cell homeostasis is perhaps the most important factor limiting T cell regeneration 
following allo-SCT (22, 23). While IL-7 levels are normally high during lymphopenia (11, 12, 17), 
studies have demonstrated that the rise in systemic IL-7 following allo-SCT is of short duration 
and rapidly returns to lower levels despite an incomplete immune reconstitution (24, 25). 
Moreover, it has been suggested that pDC maturation is affected by GVHD and similarly to B cell 
lymphopoiesis, insults to the BM microenvironment could account for this effect (26-28). 
Altogether, these findings support a model wherein some elements of the peripheral niche required 
for CD4 homeostatic expansion are dysfunctional during GVHD. This study was conducted to 
evaluate the adverse effect of GVHD on DCs and IL-7 and how these changes constrain CD4+ T 
cells HP.  
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MATERIALS AND METHODS 
 
Mice and administration of IL-7, Flt3-L and SDF-1α. Female C57BL/6.SJL (B6.SJL; H-2b, Ptprca 
Pep3b, CD45.1+), C57BL/6.129S7-Rag1tmMom/J (Rag-/-; H-2b, CD45.2+) and (C57BL/6 X DBA2/J) 
F1 (B6D2F1; H-2
b/d, CD45.2+) mice were purchased from The Jackson Laboratory (Bar Harbor, 
ME). Female C57BL/6.129S7-IL-7rtm1lmx/J (IL-7Rα-/-; H-2b, CD45.2+) and anti-HY CD4+ T cell 
(Marilyn) mice were provided by Dr. Olivier Lantz (Institut Curie). IL-7Rα-/-.CD11cDTR mice 
were generated at the animal facility by breeding IL-7Rα-/- mice with CD11cDTR mice purchased 
from The Jackson Laboratory. All animals were housed at the Maisonneuve-Rosemont hospital 
animal facility and animal studies were performed in accordance with the Maisonneuve-Rosemont 
hospital animal care committee. Recombinant human IL-7 (rhIL-7) was supplied by Cytheris Inc. 
Vehicle (phosphate buffer saline; PBS) or rhIL-7 (10µg) was administered to mice for 7 days as a 
daily intraperitoneal (i.p.) injection. Recombinant human Flt3-L and SDF-1α were purchased from 
BioXcell and PeproTech respectively, and administered daily to mice as an i.p. injection of 10µg 
for 14 days. 
 
Stem cell transplantation and GVHD. We used a “parent into F1” mouse model (B6→B6D2F1) for 
allogeneic HSC stem cell transplantation using B6 mice as donors and B6D2F1 mice as recipients.  
On day 0, 1x107 BM cells from either B6.IL-7Rα-/- or B6.Rag-/- donor mice (H-2b) were injected 
intravenously into lethally irradiated (10Gy) B6D2F1 recipients (H-2
b/d) along with 1x106 purified 
T cells (T cell enrichment kit, StemCell Technologies) from B6.SJL mice (GVHD-causing T cells) 
or B6D2F1 mice (syngeneic T cells, no GVHD). Mice were weighed every 3 days and monitored 
for clinical signs of GVHD. A weight loss of 20% beyond day 14 after transplantation or signs of 
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distress (immobility, arched back, blepharospasm) were considered survival end-points entailing 
euthanasia. For the generation of donor-derived DCs, B6D2F1 recipient mice received 
intravenously 1x107 BM cells from B6.Rag-/- donor mice. Six weeks later, hematopoietic cells of 
chimeric mice were considered fully regenerated.  
 
CTV staining and adoptive transfer of lymphocytes. Spleen and LN from female Marilyn mice 
were homogenized and lymphocytes enriched by negative selection (T cell enrichment kit, 
StemCell Technologies). Enriched T cells were suspended at 1x107 cells/ml in PBS and incubated 
for 15 min at room temperature with 1 µl/ml of 5 M CTV (Cell Trace Violet, Invitrogen). Cells 
were washed twice in PBS and recipient mice received 1x106 CTV-labeled T cells by i.v. injection. 
After 7 days, mice were sacrificed and T cells in the spleen were analyzed for CTV content was 
analyzed with a LSRII flow cytometer (BD Bioscience). FlowJo software (TreeStar) was used for 
all analysis. 
 
DC generation in vitro. BM cells were flushed from both femurs and tibias and 6x106 cells 
(1X106/well, 6 wells plate) were cultured for 7 days in complete RPMI medium (RPMI + 10% 
FBS + 10mM Hepes + 1% Pen/Strep + 0.1 mM non-essential amino acids + 50µM 2-
mercaptoethanol + 1mM Sodium Pyruvate + 1% L-glutamate) supplemented with 200ng/ml of 
Flt3-L.  
 
Histopathological scoring and microscopy. Tissues prepared for histology were fixed in buffered 
10% formalin immediately after sampling, embedded in paraffin, cut in 5µm sections, and stained 
with hematoxylin and eosin according to standard methods. Pictures from tissue sections were 
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taken at room temperature using an AxioCamMR3 camera mounted on an AxioImager Z2 
microscope and analyzed using the AxioVision software (Carl Zeiss). Images were acquired using 
a 10X/0.3 numerical aperture objective. Histopathological scoring on transplanted animals was 
done by a pathologist in a blinded-fashion on paraffin-embedded colon, spleen and BM slides (see 
Supplemental Table I for scoring). 
 
Flow cytometry. Cells were resuspended at a density of 1x107 cells/ml in FACS buffer and were 
incubated 30 min on ice with diluted monoclonal antibodies and then washed and resuspended in 
FACS buffer for immediate analysis. The following monoclonal antibodies were used from BD 
Bioscience: PE-anti-Vβ6 (RR4-7), PerCPCy5.5-anti-Lineage cocktail; from BioLegend : PeCy7-
anti-CD4 (GK1.5); PeCy7-anti-CD8 (53-2.7); PerCPCy5.5-anti-CD45.1 (A20); FITC-anti-CD8 
(5H10-1); PE-anti-CD11c (N418); PerCPCy5.5-anti-CD11b (M1/70); FITC-anti-B220 (RA3-
6B2); FITC-anti-TCRβ (H57-597), APC-anti-H2-Kd (SF1-1.1), PeCy7-anti-CD117 (2B8), 
APCCy7-anti-Sca-1 (D7), FITC-anti-CD16/32 (93); from eBioscience: APC-anti-CD127 
(A7R34),  PE-anti-CD135 (A2F10), APC-anti-CD115 (AFS98); from Miltenyi Biotec: APC-Anti-
PDCA-1 (JF05-1C2.4.1). 
 
In vivo cytotoxicity assay and T cell depletion. Spleens from B6, B6D2F1 and B6→B6D2F1 -
chimeric mice were homogenized and DCs were isolated with the CD11c Positive Selection Kit 
(StemCell Technologies). CD11c positive cells were stained with 5 M CFSE 
(Carboxyfluorescein succinimidyl ester; Molecular Probes) or 5 M CTV and resuspended with 
PBS at 1x106 cells/ml at a ratio of 1:1 prior to be injected intravenously into mice as specified. 
Thirty-six hours later, mice were sacrificed and stained cells from the spleen were analysed by 
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flow cytometry. Absolute number of DCs was determined by gating on CD11c+CFSE+or 
CD11c+CTV+ cells. For T cell depletion, transplanted mice were treated with 500µg of anti-CD4 
(GK1.5) and anti-CD8 (2.43) at days +28 and +30 during GVHD, following allo-SCT. 
 
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Briefly, plasma was isolated at day +35 post-SCT 
by intracardiac puncture of anesthetised mice and Flt3-L and SDF-1α levels were measured in 
100µl of plasma diluted 1:1 with reageant according to the manufacturer’s protocol (R&D 
Systems). 
  
Stromal cell isolation and quantitative real-time PCR. BM from both femurs and tibias was flushed 
and bones were cut into little pieces and digested in dispase (0,1%, Gibco) + type 1 collagenase 
(0,25%, Sigma) for 30 min at 37oC. Stromal cells were then filtered through a 70µm cell strainer 
and washed with complete RPMI buffer (2% FBS, 1% Pen-Step). RNA was prepared from stromal 
and BM cells using Trizol. Expression of IL-7, Flt3-L and SDF-1 mRNA was measured with an 
ABI-Prism 7500 Sequence Detection system. RNA expression for each sample was normalized to 
the expression of the housekeeping gene Gapdh (encoding glyceraldehydes 3-phosphate 
dehydrogenase). Samples were run in triplicates and RNA expression was determined using 
standard curve method.  
 
Statistical analysis. Prism 5.0 (GraphPad Software) was used for all statistical analyses. Survival 
curves were plotted using Kaplan-Meier estimates and compared by log-rank analysis. Mann 
Whitney was used to compare pairs of data, and Kruskal-Wallis with Dunn's post-test was used to 
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compare 3 or more groups. The specific tests used are described in the figure legends. A p-value 
less than or equal to 0.05 was considered significant. Data is presented as mean ± s.e.m. 
 
RESULTS 
 
GVHD constrains CD4 homeostatic proliferation  
GVHD insult to the peripheral niche has been shown to limit thymic independent T cell 
regeneration but which factor(s) is/are affected by GVHD remains unknown (22, 23, 27). Dendritic 
cells and IL-7 are both essential for naïve T cells and accessibility to these factors could diminish 
survival and HP of T cells during GVHD. Evaluation of HP in GVHD hosts is difficult because it 
can be confounded with proliferation resulting from T cell activation. Furthermore, HP of naïve 
CD4+ T cells is typically inefficient during lymphopenia which further complicates its evaluation 
during GVHD (Supplemental Fig. 1A). We have previously shown that HP of CD4+ T cells is 
augmented in IL-7Rα-/- mice (17) and to amplify CD4+ HP during lymphopenia, we transplanted 
female B6D2F1 recipients with BM from female B6.IL-7Rα-/- mice. To induce GVHD, we added 
normal allogeneic female B6 T cells in the graft (Fig. 1A).  
 
To ensure that GVHD severity was not affected by lack of IL-7Rα on hematopoietic cells, we 
compared GVHD in female B6D2F1 mice grafted with BM cells from female B6.IL-7Rα-/- or 
B6.Rag-/- (i.e. IL-7Rα+/+) mice. We found that both GVHD groups experienced similar weight loss 
and shorter survival time compared to mice receiving B6.IL-7Rα-/- BM and syngeneic B6D2F1 T 
lymphocytes (SYN) (Fig. 1B and C). We then analyzed in a blinded fashion histopathology 
characteristics of acute GVHD at day +35 post-SCT and found equivalent alloreactive T cell 
 84 
 
infiltration in the gut with evidence of enteritis in both GVHD groups (Supplemental Fig. 1B). T 
cell counts were also similar between GVHD groups and significantly lower compared to non-
GVHD mice (Fig. 1D and supplemental Fig. 1C-D). Together, our data demonstrates that lack of 
IL-7Rα on hematopoietic cells does not significantly impact the severity of GVHD in this model.  
 
The functionality of the peripheral niche was then evaluated by transferring CTV-labeled non-
alloreactive naïve anti-HY CD4+ T cells (Marilyn) into GVHD or non-GVHD hosts and assessing 
their HP (CTV dilution) 7 days later (Fig. 1A). It is important to stress that Marilyn T cells used 
to evaluate the functionality of the peripheral niche in GVHD mice cannot undergo T cell 
activation since they are specific to the HY male antigen which is absent in our transplantation 
model (donors and recipients are female). In addition, Marilyn T cells cannot elicit reactivity from 
B6D2F1 T cells as they are derived from the C57BL/6 background (cells from B6D2F1 mice which 
express the H-2b/d haplotype are tolerant to Marilyn cells expressing H-2b). Thus, the use of females 
as donors and recipients insured that proliferation of Marilyn cells would result from HP and not 
T cell activation (17). While controls transplanted with IL-7Rα-/- BM cells and syngeneic B6D2F1 
T cells efficiently supported CD4 HP, proliferation of Marilyn T cells was completely lost in 
GVHD hosts (Fig. 1E). Absence of HP was associated with diminished recovery of anti-HY CD4+ 
T cells in the spleen (Fig. 1F). Finally, Marilyn T cells that failed to undergo HP in GVHD animals 
could undergo HP upon transfer into secondary non irradiated IL-7Rα-/- female recipients, 
confirming that GVHD insults to the peripheral niche is largely responsible for lack of HP after 
allo-SCT (Fig. 1E, upper histogram).  
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Impaired DC reconstitution and low IL-7 levels constrain CD4 HP during GVHD  
Post-thymic survival of naïve CD4+ T lymphocytes depends on ongoing stimulation between the 
TCR and self-peptide-MHCII complexes provided by DCs and a second signal mediated by IL-7. 
While the regeneration of donor derived CD11c+ cells occurred efficiently in non-GVHD mice 
(full chimerism by day +28 post-ASCT, data not shown), fewer DCs were found in GVHD hosts 
(Fig. 2A, B). Specifically, we found a significant reduction in CD11c+CD11b+ and CD11c+CD11b- 
DCs as well as plasmacytoid DCs (pDCs). We excluded again a potential effect of the absence of 
IL-7 signalling on DC immune reconstitution by repeating the same experiment with B6.Rag-/- and 
wild type B6 BM and obtaining similar results (Fig. 2A and Supplemental Fig. 1E-G). Finally, we 
depleted CD11c+ DCs in IL-7Rα-/-CD11cDTR→B6D2F1 mice to confirm the essential role of 
CD11c+ cells in CD4 HP (Fig. 2C).  
 
We also examined IL-7 transcripts in BM and spleen stromal cells and found diminished 
expression in GVHD mice compared to non-GVHD hosts (Fig. 2D). Given that elevated systemic 
IL-7 can signal stromal cells and induce IL-7 mRNA down-modulation, we used an in vivo 
bioassay based on IL-7 mediated down-regulation of IL-7Rα on T cells to confirm diminished 
systemic IL-7 in GVHD mice. Congenic anti-HY CD4+ T lymphocytes transferred into GVHD 
animals had much higher surface expression of IL-7Rα than lymphocytes transferred into non-
GVHD hosts, confirming low IL-7 levels in GVHD mice despite profound lymphopenia (Fig. 2E). 
Together, our results support a model wherein the absence of DCs combined with diminished 
systemic IL-7 contribute to impair HP of naïve CD4+ T cells during GVHD. 
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Allorecognition and myelosuppression constrain DC regeneration during GVHD  
The significant reduction in donor-derived DC content during GVHD could relate to their 
elimination by GVHD-causing T cells or, like B lymphocytes, could result from diminished 
production from HSCs (27). We first evaluated the potential killing of mature DCs by alloreactive 
T cells using an in vivo cytotoxicity assay in which we compared the elimination of donor-derived 
DCB6B6D2F1 and recipient B6D2F1 DCs to control B6 DCs after adoptive transfer into GVHD and 
non-GVHD hosts (Fig. 3A). B6 DCs were used to eliminate the possibility of non-specific 
bystander killing since GVHD-causing T cells are normally tolerant to these cells. As predicted, 
fewer B6D2F1 DCs were recovered from GVHD hosts compared to control B6 DCs, confirming 
the recognition and elimination of recipient DCs by GVHD-causing T cells (Fig. 3B, upper panels). 
As for B6D2F1 DCs, less donor-derived DC
B6B6D2F1 were recovered from GVHD mice, 
confirming the elimination of donor-derived DCs by GVHD-causing T cells as well (Fig. 3B, 
lower panels).  
 
The finding that alloreactive T cells have the potential to eliminate mature DCs raised the prospect 
that T cell depletion could improve DC recovery in GVHD hosts. We thus proceeded to deplete T 
cells during GVHD, i.e 28 days post-allo-SCT (Supplemental Fig. 1H), and then monitored DC 
recovery 2 months after. While T cell depletion had no impact on the number of DCs in control 
mice, we observed a small but non-significant increase in CD11c+CD11b+ and CD11c+CD11b- 
DCs in T cell-depleted GVHD animals (Fig. 3C). Together, our data support a model wherein 
donor-derived DCs can be eliminated by alloreactive T cells but this mechanism is not the 
dominant factor limiting DC regeneration during GVHD. 
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Systemic SDF-1α but not Flt3-L is diminished in GVHD hosts 
Since T cell depletion did not lead to a substantial increase in DCs, we postulated that the 
diminution of donor-derived DCs in GVHD mice could relate to an absence of DC progenitors or 
an incapacity of these cells to differentiate into mature DCs. As previously shown, the cellularity 
of the BM was significantly diminished, suggesting a global myelosuppression in GVHD mice 
(Supplemental Fig. 2A). We then studied common DC progenitors (CDP) and found fewer of these 
cells in GVHD mice compared to non-GVHD hosts (Fig. 4A). Consistent with the diminished 
number of CDP in vivo, fewer DCs were generated from BM cells of GVHD mice when cultured 
with Flt3-L (Fig. 4B). The role of Flt3-L is well-known in DC development and given its action 
on DC progenitors, we originally postulated that Flt3-L production could be compromised during 
GVHD. Surprisingly however, despite a significant reduction in Flt3-L transcripts in BM and 
spleen stromal cells, Flt3-L levels were normal in the blood of GVHD mice, indicating that low 
systemic Flt3-L is probably not the limiting factor that constrains DC regeneration during GVHD 
(Fig. 4C-D). We also looked at Flt3 receptor gene expression on Lin- BM cells and found 
diminished mRNA expression, probably because CDPs are themselves reduced (Fig. 4E). 
 
Recent in vivo studies have indicated a critical role played by the SDF-1α/CXCR4 axis in DC 
development (20). SDF-1α is produced in part by stromal cells of the BM and plays a critical role 
in homing, maintenance and survival of stem cells within the BM (19, 29-31). RT-PCR analysis 
of SDF-1α transcripts showed diminished gene expression in BM and spleen stromal cells while 
the expression of CXCR4 on Lin- BM cells remained unaffected by GVHD (Fig. 4F-G). Most 
importantly, we found diminished systemic SDF-1α in the blood of GVHD mice, raising the 
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prospect that SDF-1α is perhaps the limiting factor that hampers DC regeneration during GVHD 
(Fig. 4H).  
Flt3-L and SDF-1α can increase DC numbers in GVHD mice and improve CD4 HP when 
combined with IL-7 therapy   
It is well known that Flt3-L treatment can significantly increase DC numbers in mice (32) and 
humans (33) but the capacity of SDF-1α to modulate DC content after allo-SCT has never been 
evaluated (34-36). We administered Flt3-L to GVHD mice and observed a significant increase in 
conventional CD11c+CD11b- and CD11c+CD11b+ DCs as well as pDCs (Fig. 5A, B and 
supplemental figure 3). We repeated the same experiment by administering SDF-1α to GVHD 
mice and found a significant increase in CD11c+ DCs, this time limited to CD11c+CD11b-CD8α+ 
DCs (CD8α+ DCs) (Fig. 5C-F and supplemental figure 3). Surprisingly, weight loss and GVHD 
severity were diminished in SDF-1α compared to PBS and Flt3-L treated mice (Fig. 5G-H). 
 
To address the functionality of the peripheral niche regenerated by Flt3-L or SDF-1, we 
transferred CTV-labelled anti-HY Marilyn cells into GVHD mice treated with these factors and 
analyzed their proliferation 7 days later (Fig. 6A).  While the administration of Flt3-L or SDF-1α 
could not restore naïve CD4 HP in GVHD mice (Fig. 6B, C), their combination to IL-7 (Flt3-
L+IL-7 or SDF-1α+IL-7) could significantly improve naïve CD4 HP (Fig. 6B-D). Importantly, IL-
7 alone was insufficient for CD4 HP, confirming the critical role of CD11c+ DCs in this process. 
Nonetheless, more anti-HY CD4+ T cells were recovered from IL-7 treated mice, indicating that 
IL-7 can increase T cell survival despite lack of HP (18) (Fig. 6D). Altogether, our data 
demonstrates that loss of naïve CD4 HP during GVHD relates in part to diminished DCs and low 
IL-7 levels.  
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DISCUSSION 
 
In this study, we identify three key elements at which GVHD impairs thymic independent CD4 
immune reconstitution. We first show that HP of non-alloreactive naïve CD4+ T cells is diminished 
because DC counts and systemic IL-7 are low in GVHD hosts. Second, GVHD insults induce 
chronic dysfunction of the BM microenvironment, which limits DC production even after GVHD-
causing T cells are removed. Finally, we show that the administration of SDF-1 can increase DC 
counts and when administered with IL-7, can improve HP of naïve CD4+ T cells following allo-
SCT.  
 
In humans, studies have demonstrated that DC counts can be diminished during GVHD but the 
potential impact on CD4 T cell homeostasis has never been fully understood (26, 37). The effects 
of alloreactivity on DC homeostasis are probably multiple, but here we found that GVHD-causing 
T cells can eliminate mature DCs and induce damage to the BM microenvironment resulting in 
impaired DC production from donor HSCs. DCs expressing the relevant MHC-allopeptide 
complexes represent obvious targets for GVHD-causing T cells and their elimination could limit 
overwhelming T cell activation (38). Surprisingly, the removal of alloreactive T cells during 
GVHD failed to restore DC counts which remained below normal levels for several months post-
lymphodepletion (Fig. 3C and observation by Gauthier S-D). In addition, the observation that 
GVHD HSCs undergo normal differentiation into DCs when transferred into non-GVHD hosts is 
more consistent with chronic damage to the BM microenvironment acting as a key limiting factor 
for DC regeneration after allo-SCT (data not shown). We cannot however exclude the possibility 
that donor-derived DCs were eliminated by radioresistant recipient NK cells. 
 90 
 
Although factors involved in DC differentiation have not been entirely elucidated, studies have 
indicated a role for Flt3-L and SDF-1α in DC homeostasis (39, 40). During GVHD, both transcripts 
were significantly diminished in the BM but only systemic SDF-1α was decreased in the blood. 
Flt3-L can be produced by activated T lymphocytes which could compensate for diminished Flt3-
L production by stromal cells (41). Therefore, it seems paradoxical to invoke limiting amounts of 
Flt3-L to explain the lack of DC regeneration in GVHD hosts, unless systemic Flt3-L is not 
physiologically accessible to HSCs inside the BM. Interleukin-7 is also essential for CD4 HP and 
while its level is normally high during lymphopenia (11, 12), we found low IL-7 levels in GVHD 
mice (Fig. 2D, E). Similar findings were made in transplanted humans and IL-7 consumption by 
T lymphocytes has been invoked to explain low IL-7 levels (24, 25). Importantly however, it is 
unlikely that IL-7 consumption by GVHD-causing T cells explains such decrease because most T 
cells are activated during GVHD and do not express significant IL-7Rα on their surface (42). A 
negative feedback loop on IL-7 producing cells can occur when systemic IL-7 is high enough to 
signal on stromal cells but we excluded this possibility as low systemic IL-7 combined with 
diminished IL-7 mRNA production by stromal cells is more consistent with alterations to IL-7 
producing cells (Fig. 2C, D). IL-7, Flt3-L and SDF-1are all produced by stromal cells and during 
GVHD, fewer mesenchymal stem cells (MSCs) were recovered from mice (Supplemental Fig. 2B) 
(43-45). Thus, GVHD insults to stromal elements of primary and secondary lymphoid organs 
contribute to the impairment of the CD4 peripheral niche.  
 
Approaches to accelerate lymphocyte reconstitution following allo-SCT have demonstrated that 
the benefit on T cell regeneration is frequently offset by excessive GVHD (46-48). For instance, 
Flt3-L worsens GVHD probably because most DC subsets are increased by the treatment (Fig. 5 
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and Supplemental Fig. 3). In contrast, SDF-1did not worsen GVHD, perhaps because its effect 
is restricted to CD8α+ DC. Interestingly, CD8α+ DCs have an intrinsic inability to activate CD4+ 
T cells and are poor inducers of alloreactivity (49, 50). Such characteristics are perhaps important 
for preventing unwanted T cell activation during homeostatic stimulation of naïve CD4+ T cells. 
Finally, we cannot exclude a potential effect of SDF-1α on T cells themselves since SDF-1α 
signalling can affect their homing, location as well as their function (51, 52). Additional studies 
are necessary to clarify the mechanism of SDF-1 and perhaps determine whether this chemokine, 
or CXCR4 agonists, could be used to improve CD4 regeneration and GVHD after allo-SCT. 
 
Interleukin-7 has also been implicated in GVHD and when administered early after allo-SCT, it 
can expand anti-host reactive T cell precursors and aggravate GVHD (48, 53, 54). In this work, 
we initiated IL-7 therapy at day +35 post-allo-SCT, when most T cells are activated and express 
undetectable levels of IL-7Rα, which likely explain why GVHD severity was not affected by IL-
7 treatment (not shown). Our data demonstrate that improvement of CD4 HP during GVHD 
requires not only IL-7 therapy but also the administration of factors regulating DC differentiation 
and production. Interestingly, in the setting of T cell depleted allo-SCT, IL-7 therapy can improve 
immune reconstitution of T cells, in part due to partial recovery of thymopoiesis but also because 
DC immune reconstitution in the periphery is robust (42, 55). Despite our success to induce HP of 
CD4 HP in GVHD hosts, levels of proliferation remained low compared to non-GVHD controls 
(Fig. 6B). Such difference perhaps relate to the dosing and administration schedule of SDF-1, 
physiologic IL-7 levels, access of naïve CD4+ T cells to secondary lymphoid organs and damage 
to lymphoid organs themselves. Additional studies are needed to establish the optimal therapeutic 
condition of SDF-1α for maximal effect on naïve CD4+ T cell expansion.  
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In summary, lymphocyte reconstitution represents a major challenge in the field of allo-SCT 
because immune intervention to accelerate T cell regeneration can worsen GVHD. Our study 
shows that GVHD induces chronic damage to the BM microenvironment which in turn impairs 
the regeneration of the lymphoid niche that regulates peripheral CD4 homeostasis. This study also 
implicates SDF-1α as a key regulator of CD8α+ DCs and identifies this subset as part of the 
peripheral niche controlling CD4 HP. Finally, we propose that future therapies aimed at restoring 
CD4+ T cell counts in GVHD hosts should include, in addition to IL-7, SDF-1 or CXCR4 agonist 
to promote the regeneration of DC subset(s) involved in the homeostasis of CD4+ T cells. 
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FOOTNOTES 
 
Abbreviations used in this article 
Allo-SCT, allogeneic stem cell transplantation; CDP, common DC progenitors; CTV, cell trace 
violet; CFSE, carboxyfluorescein succinimidyl ester; DC, dendritic cells; Flt3-L, fms-like tyrosine 
kinase 3 ligand; GVHD, graft-versus-host disease; HP, homeostatic proliferation; HSC, 
hematopoietic stem cells; pDC, plasmacytoid dendritic cells; SDF-1α, stromal-derived factor 1 
alpha. 
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FIGURE LEGENDS 
 
Figure 1. Loss of CD4 HP during GVHD. (A) Irradiated B6D2F1 recipients received 1x10
7 HSCs 
from IL-7Rα-/- or Rag-/- mice with 1x106 allogeneic B6 (GVHD) or syngeneic B6D2F1 (non-
GVHD) purified splenic T cells. Twenty-eight days later, mice received CTV-labeled anti-HY 
CD4+ T cells. Seven days later, proliferation was assessed based on CTV dilution. (B) Weights of 
transplanted animals were measured 3 times per week and averaged for the group (thin dotted line: 
syngeneic T cells + IL-7Rα-/- BM recipient; dark dotted line: GVHD Rag-/- BM recipient; dark 
line: GVHD IL-7Rα-/- BM recipient). Measures were compared as a percentage change from day 
0 and were pooled from 3 experiments. (C) Survival curve of mice from each group described in 
(A) (thin dotted line: syngeneic T cells + IL-7Rα-/- BM recipient; dark dotted line: GVHD Rag-/- 
BM recipient; dark line: GVHD IL-7Rα-/- BM recipient) Data was pooled from 3 experiments. (D) 
Total CD4+ or CD8+ T cells were counted in non-GVHD (white bars)  and GVHD hosts (black 
bars) 35 days post-allo-SCT. (E) Anti-HY CD4+ T cell proliferation 7 days after transfer into 
GVHD or non-GVHD animals. Upper right: Anti-HY CD4+ T cells from GVHD animals were 
retransferred into secondary IL-7Rα-/- recipients and proliferation assessed 1 week later. (F) 
Absolute number of anti-HY CD4+ T cells in GVHD and non-GVHD hosts 7 days after transfer. 
Data are representative of 2 or 3 independent experiments, 3 mice per group. Results show mean 
+/- s.e.m. P-values were determined by a Mann-Whitney test (**p≤0.01, ***p≤0,001). 
 
Figure 2. GVHD constrains DC regeneration and IL-7 production. (A) DCs from the spleen were 
analyzed 35 days after allo-SCT by flow cytometry. (B) Absolute number of each DC subsets in 
the spleen of mice transplanted with IL-7Rα-/- BM. (C) Histogram representative of CD4 HP after 
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DC depletion. B6D2F1 recipients were transplanted with 10x10
6 IL-7Rα-/-CD11cDTR BM. Eight 
weeks later, 1x106 CTV-labelled anti-HY CD4+ T cells were transferred into chimeric mice and 
diphteria toxin was given at days -1, +1 and +3. Proliferation was assessed by flow cytometry 7 
days after transfer. (D) Relative expression of IL-7 mRNA from the spleen and BM stromal cells 
of GVHD and non-GVHD B6D2F1 recipients. (E) Estimation of systemic IL-7 by transferring 
anti-HY CD4+ T cells into non-GVHD (grey line) and GVHD (black line) hosts and assessing IL-
7Rα expression 24h later. Shaded histogram represent unstained control. Data are representative 
of 2-3 independent experiments, 3 mice per group. Results show mean +/- s.e.m. P-values were 
determined by a Mann-Whitney test (**p≤0,01; ***p≤0,001). 
 
Figure 3. Elimination of donor-derived DCs by GVHD T cells. Donor, recipient or donor-derived 
DCs were isolated and stained with CFSE or CTV prior to their transfer into non-GVHD or GVHD 
animals. Mice were killed 36h after injection and DC numbers in the spleen were evaluated by 
flow cytometry. (A) Schematic representation of the experimental design where in vivo 
cytotoxicity toward DCs was assessed in GVHD and non-GVHD hosts. 1) B6D2F1 mice were 
transplanted with B6 BM and donor-derived (B6B6D2F1) DCs were isolated 6 weeks later. 2) 
CTV-labelled recipient (B6D2F1) or donor-derived (B6B6D2F1) DCs were transferred at the 
same ratio with CFSE-labelled donor (B6) DCs in non-GVHD or GVHD B6D2F1 recipients. (B) 
Representative dot plot of 3 independent experiments comparing the recovery of recipient 
(B6D2F1) or donor-derived (B6B6D2F1) DCs versus donor (B6) DCs in the spleen of non-
GVHD or GVHD hosts. Histograms show the ratio of DC numbers recovered after transfer in non-
GVHD or GVHD recipients. Data are representative of 3 independent experiments. 3 mice per 
group. Results show mean +/- s.e.m. P-values were determined by a Mann-Whitney test (*p≤0,05; 
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**p≤0,01). (C) Transplanted mice were treated with anti-CD4 and anti-CD8 28 days after SCT. 
Spleen dendritic cells were evaluated 2 months post-T cell depletion by flow cytometry ( : SYN; 
: SYN T cell depleted; : GVHD; : GVHD T cell depleted). Data are representative of 2 
independent experiments. 3 mice per group. Results show mean +/- s.e.m. P-values were 
determined by a Kruskal-Wallis test followed by a post-hoc Dunn’s test (*p≤0,05; **p≤0,01).  
 
Figure 4. Common DC progenitors as well as SDF-1α levels are diminished in GVHD mice. (A) 
Representative dot plot analysis and absolute counts of common DC progenitors (CDP) in non-
GVHD and GVHD BM 35 days post-SCT. CDP were gated as Lin-c-kitintSca-1-CD16/32-
CD135+CD115+ cells. (B) 6x106 BM cells from non-GVHD or GVHD mice were cultured in vitro 
for 7 days with Flt3-L to generate DCs. Percentages represent % of CD11c+MHCII+ on total cells. 
(C) Flt3-L mRNA relative expression in BM and spleen stromal cells 35 days post-SCT. (D) Flt3-
L levels in plasma of transplanted animals 35 days post-SCT. (E) Flt3 (CD135) mRNA relative 
expression in Lin- HSC of non-GVHD and GVHD mice 35 days post-SCT. (F) SDF-1α mRNA 
relative expression in BM and spleen stromal cells 35 days post-SCT. (G) CXCR4 mRNA relative 
expression in Lin- BM cells of non-GVHD and GVHD mice 35 days post-SCT. (H) SDF-1α levels 
in plasma of transplanted animals 35 days post-SCT. Data are representative of 2-3 independent 
experiments. 3 mice per group. Results show mean +/- s.e.m. P-values were determined by a 
Mann-Whitney test (*p≤0,05; **p≤0,01; ***p≤0,001). 
 
Figure 5.  Flt3-L and SDF-1α increase DCs in GVHD. (A) Representative dot plot analysis of 
non-GVHD or GVHD mice treated for 14 days with Flt3-L or PBS starting at day +28 post-SCT. 
(B) Absolute counts of CD11c+, CD11c+CD11b+, CD11c+CD11b- and mPDCA+ cells after Flt3-L 
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treatment ( : SYN; : GVHD+PBS; : GVHD + Flt3-L). (C) Representative dot plot analysis 
of non-GVHD and GVHD mice treated for 14 days with SDF-1α or PBS starting at day +28 post-
SCT. (D) Absolute counts of CD11c+, CD11c+CD11b+, CD11c+CD11b- and mPDCA+ cells after 
SDF-1α treatment ( : SYN; : GVHD+PBS; : GVHD + SDF-1α). (E) Absolute counts of 
CD11c+CD11b-CD8α+ cells after SDF-1α treatment. (F) Comparative histogram of CD11c+ 
absolute cell counts after Flt3-L or SDF-1α treatments. (G) Body weight of GVHD mice treated 
with PBS (●, vs SDF-1α p=0.018), Flt3-L (▼, vs SDF-1α p=0.012) or SDF-1α (■) and non-GVHD 
mice (▲, vs SDF-1α p=0.004). P-values were determined by a Mann-Whitney test. (H) 
Histopathology score (sum of all organs) of non-GVHD and GVHD mice treated with PBS, Flt3-
L or SDF-1α. Data are representative of 2-3 independent experiments. 3-5 mice per group. Results 
show mean +/- s.e.m. P-values were determined by a Kruskal-Wallis test followed by a post-hoc 
Dunn’s test (*p≤0,05; **p≤0,01). 
 
Figure 6. Flt3-L or SDF-1α combined to IL-7 can restore CD4 homeostatic proliferation during 
GVHD. (A) Irradiated wild-type B6D2F1 mice received 1x10
7 HSCs from IL-7Rα-/- mice with 
1x106 allogeneic B6 (GVHD) or syngeneic B6D2F1 (non-GVHD) purified splenic T cells. Twenty-
eight days later, mice were treated with Flt3-L or SDF-1α for 14 consecutive days. At day +35, 
mice received CTV-labeled anti-HY CD4+ T cells. Mice were then treated with daily IL-7 
injections. At day +42, mice were sacrificed and CD4+ T cell HP was evaluated by flow cytometry. 
(B)  Representative histograms of CTV dilution of anti-HY CD4+ T cells in different groups of 
treated animals. (C) Percentage of divided Marilyn CD4+ T cells 7 days after transfer. (D) Absolute 
count of anti-HY CD4+ T cells recovered from the spleen one week after transfer in GVHD mice 
treated with PBS, IL-7, Flt3-L+IL-7 or SDF-1α+IL-7. Data are representative of 2-3 independent 
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experiments. 3 mice per group. Results show mean +/- s.e.m. P-values were determined by a 
Kruskal-Wallis test followed by a post-hoc Dunn’s test (*p≤0,05; **p≤0,01; ***p≤0,001). 
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Supplementary Figure 2. GVHD affects BM cellularity and MSC numbers. (A) BM cell counts 35 days
post-SCT in B6D2F
1
recipients transplanted with IL-7R-/- BM and 1x106 B6D2F
1
T cells (syngeneic,
SYN) or 1x106 B6 T cells (allogeneic, GVHD). Data are representative of ≥3 independent experiments,
3-5 mice per group. Results show mean +/- s.e.m. P-values were determined by a Mann-Whitney test
(***p≤0,001). (B) Absolute number of mesenchymal stromal cells (MSC) in transplanted mice. BM from
10 B6 WT, syngeneic or GVHD mice was pooled and cultured in MensenCult MSC Basal Medium
(Stemcell Technologies). After one week, cells were harvested and MSCs enumerated by flow cytome-
try. Experiment was done once.
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Supplementary Figure 3. Flt3-L regenerates different DC subsets compared to SDF-1 in GVHD
mice. (A) % of CD11c+CD11b+ cells, (B) % of CD11c+CD11b- cells and (C) % of pDCs in spleen of
treated animals. Data representative of 3 independent experiments, 3 mice per group. Results show
mean +/- s.e.m. P-values were determined by a Kruskal-Wallis test followed by a post-hoc Dunn’s test
(*p≤0,05; ***p≤0,001).
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Supplementary Table I. Histopathological scoring of GVHD
Organs Features Scale
Colon
Villous blunting 0, 0.5 or 1
Inflammatory cell infiltration 0, 0.5 or 1
Crypt abnormality 0, 0.5 or 1
Crypt hyperplasia 0, 0.5 or 1
Spleen (progressive scale)
Focal white pulp infiltrates 1
More than 50% of white or red pulp
infiltration
2
Effacement of splenic architecture 3
Fibrotic replacement 4
Bone marrow
Abnormality (hemorrhage, fibrosis,
monotonous infiltration)
0 or 1
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Non-hematopoietic MHC I antigen presenting cells are sufficient for 
CD8 regeneration mediated by IL-7 therapy during GVHD 
Simon-David Gauthier, Dominique Leboeuf and Martin Guimond 
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ABSTRACT  
Immune reconstitution following allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (allo-SCT) 
relies on homeostatic proliferation (HP) of mature T lymphocytes but this process is typically 
impaired during graft-versus-host disease (GVHD). During GVHD, we showed that systemic 
IL-7 and dendritic cells (DCs) counts were low and constrained CD4 HP and we asked whether 
these factors also contribute to delayed immune reconstitution of naïve CD8+ T cells. Here we 
found that forcing DC recovery with Flt3-Ligand administration was not essential for IL-7 
therapy to induce CD8 HP in GVHD hosts. Using MHC Ibone marrow chimeras, we show 
that optimal HP of naïve CD8+ T cells requires MHC I expression by at least radio-resistant 
stromal cells. Nonetheless, hematopoietic cells can provide sufficient TCR triggering to CD8+ 
T cells to promote HP but with diminished amplitude. Thus, the ability of naïve CD8+ T cells to 
receive TCR stimulation from non-hematopoietic cells explains in part why immune 
reconstitution of CD8+ T cells is typically faster than CD4+ T cells in most clinical setting of 
human lymphopenia.  
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INTRODUCTION 
 
Graft-versus-host disease (GVHD) is the main complication of allogeneic stem cell 
transplantation (allo-SCT) and significantly contributes to diminish the overall survival of 
transplanted patients(Ferrara et al., 2009). The adverse effect of GVHD on immune 
reconstitution of T lymphocytes is well known and patients with GVHD are normally at higher 
risk to develop infectious complications and in some cases disease recurence(Bosch et al., 2012; 
Chang et al., 2012; Mackall et al., 2009; Servais et al., 2014). Early after allo-SCT, peripheral 
mechanisms that regulate homeostatic proliferation (HP) of T lymphocytes become essential in 
order to restore T cell counts and provide immune competence to the greatest extent. However, 
several studies have demonstrated that GVHD insults to the peripheral lymphoid niche was the 
most important factor for limiting thymic independent T cell regeneration after allo-SCT 
(Dulude et al., 1999; Gorski et al., 2007) (and Gauthier et al. 2015, submitted).    
 
Animal studies have demonstrated that T cell receptor (TCR) stimulation and IL-7 are both 
essential for the homeostatic maintenance of naïve CD4+ and CD8+ T cells in vivo(Ernst et al., 
1999; Labrecque et al., 2001; Lantz et al., 2000; Rathmell et al., 2001). Following post-natal T 
cell depletion, the increased bioavailability of these factors represents the driving force that 
promotes HP of naïve T cells(Goldrath and Bevan, 1999; Napolitano et al., 2001; Tan et al., 
2001). However, we recently demonstrated that DC counts and systemic IL-7 were abnormally 
low in GVHD despite profound lymphopenia and this contributed to limit immune 
reconstitution of naïve CD4+ T cells (Gauthier et al. 2015, submitted). In this work, we asked 
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whether DC depletion and low IL-7 levels were also responsible for delayed immune 
reconstitution of naïve CD8+ T cells in GVHD hosts.  
 
 
RESULTS AND DISCUSSION 
 
Homeostatic proliferation of naïve CD8+ T cells is constrained in GVHD hosts.  
We used non-alloreactive TCR transgenic ovalbumin specific T cells (OT-I) to study the impact 
of GVHD on naïve CD8+ T cells HP. GVHD was induced by transplanting T cell depleted 
(TCD) B6.SJL bone marrow (BM) cells and T lymphocytes into lethally irradiated MHC-
mismatched B6D2F1 recipients (GVHD) (Figure 1A). Control mice were transplanted with TCD 
B6.SJL BM cells and syngeneic B6D2F1 T cells (SYN). By day +28, all the mice in the GVHD 
groups had developed clinical signs of GVHD (data not shown). At day +35 post-allo-SCT, we 
tested the functionality of the peripheral CD8 niche by transferring CTV-labelled OT-I T cells 
into GVHD and non-GVHD mice to measure the impact of GVHD on their proliferation. Seven 
days later, OT-I T cells were retrieved from transplanted animals and examined for proliferation. 
It is important to stress that OT-I T cells used to evaluate the functionality of the peripheral 
lymphoid niche in GVHD mice cannot undergo T cell activation since they are specific to the 
ovalbumin antigen which is absent in transplanted mice. In addition, OT-I lymphocytes cannot 
elicit reactivity from B6D2F1 T cells since they are derived from the C57BL/6 background. 
Thus, in this model, the proliferation of OT-I T cells should result from HP and not T cell 
activation. 
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By day +42 post-allo-SCT, GVHD animals had significantly lower splenocyte counts and fewer 
DCs compared to non-GVHD mice, confirming that GVHD impairs immune reconstitution of 
T cells and DCs after allo-SCT (Figure 1B-C ) (Gauthier et al. 2015, submitted). We then 
evaluated CD8 HP in transplanted animals. OT-I T cells underwent weak proliferation in non-
GVHD mice, mainly due to the presence of donor derived T lymphocytes that have developed 
into B6D2F1 recipients (Figure 1D, upper left panel). More importantly, despite severe 
lymphopenia in GVHD mice, OT-I T cells could not undergo HP, confirming the adverse effect 
of GVHD on the CD8 peripheral niche (Figure 1D middle left panel and Figure 1E)(Ernst et al., 
1999; Goldrath et al., 2002). Since GVHD mice have lower DC counts and diminished systemic 
IL-7, we asked whether the bioavailability of these factors constrained CD8 HP during GVHD 
(Gauthier et al. 2015, submitted).  
 
Interleukin-7 therapy alone can restore CD8 HP in GVHD hosts  
Flt3-Ligand (Flt3-L) administration can increase DC counts in mice and when co-administered 
with IL-7 therapy, it can improve CD4 HP during GVHD (Gauthier et al. 2015, submitted). To 
understand the potential contribution of DCs and IL-7 on immune reconstitution of naïve CD8+ 
T cells, we administered Flt3-L and IL-7 to GVHD mice and measured the effect on CD8 HP. 
In GVHD hosts, Flt3-L administration induced a robust expansion of DCs but OT-I proliferation 
in these mice was much lower compared to the proliferation induced by IL-7 therapy alone 
(Figure 1D). Despite the modest effect of Flt3-L on CD8 proliferation, the accumulation of OT-
I T cells was similar to that observed with IL-7 therapy (Figure 1E). Importantly, when Flt3-L 
was combined with IL-7 therapy, the accumulation of CD8+ T cells increased by 4 folds (Figure 
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1E). These results suggest that DCs are probably not essential for HP of CD8+ T cells but they 
perhaps contribute to maintain their numbers during lymphopenia and GVHD.  
 
 
CD8+ T cells are more sensitive than CD4+ T cells to IL-7 
Homeostatic proliferation of CD8+ T cells is typically more efficient than CD4+ T cells and the 
abundance of MHC I expression in the periphery has been invoked to explain this 
difference(Guimond et al., 2005). Given that TCR triggering controls IL-7 responsiveness in 
CD4+ T cells, we sought to determine whether CD8+ T cells were more sensitive to IL-
7(Hennion-Tscheltzoff et al., 2013). We incubated polyclonal T lymphocytes with varying 
concentrations of IL-7 and measured Stat5 phosphorylation in CD4+ and CD8+ T cells. As 
depicted in Figure 2A, the phosphorylation of Stat5 was induced at a lower IL-7 concentration 
in CD8+ T cells compared to CD4+ T cells, confirming that CD8+ T cells are more sensitive to 
IL-7. We then studied T cell proliferation and found that CD8+ T cells proliferated at lower IL-
7 concentrations (1 µg/day) compared to CD4+ T cells (2.5µg/day) (Figure 2B). Thus, CD8+ T 
cells are more sensitive than CD4+ T cells to IL-7. 
 
MHC I expression by non-hematopoietic antigen presenting cells can drive CD8 HP 
during IL-7 therapy 
While some studies have indicated that MHC I expression by DCs was sufficient for CD8 HP 
and that loss of DCs impaired their proliferation(Gruber and Brocker, 2005; Zaft et al., 2005), 
other studies have found that CD8+ T cells could still proliferate despite CD11c+ 
depletion(Schluns et al., 2000; Zaft et al., 2005). We used MHC I BM chimeras to investigate 
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the role of MHC I expression by hematopoietic and non-hematopoietic antigen presenting cells 
in CD8 HP mediated by IL-7 therapy. We limited MHC I expression on hematopoietic cells by 
transplanting β2m mice with Rag BM cells, or stromal cells by transplanting Rag mice 
with Ragβ2m BM cells (Figure 3A-B). Two months after transplantation, we transferred 
CTV-labelled OT-I lymphocytes and 7 days later we measured their proliferation.  
When transferred into β2m recipients, OT-I T cells disappeared rapidly even if mice were 
treated with IL-7, confirming the absolute requirement of TCR triggering by MHC I in CD8 
homeostasis (data not shown). When MHC I was limited to hematopoietic cells (Rag 
β2m), OT-I T cells underwent HP but the magnitude of proliferation tended to be much lower 
than in CD8+ T cells recovered from Ragβ2mRag chimeras (Figure 3D-F). However, 
despite weaker proliferation of OT-I T cells in Rag-/-β2mBM chimeras, cells accumulated 
to the same extent as in Ragβ2mRagmicesuggesting that qualitative/quantitative 
differences in TCR stimulation mediated by MHC I expressing hematopoietic cells and non-
hematopoietic cells could probably control survival and/or proliferation of naïve CD8+ T cells 
(Figure 3E). Surprisingly, the proliferation of OT-I T cells was similar between 
Ragβ2mRagand RagRagchimeras, indicating that optimal HP of CD8+ T cells 
is driven largely by MHC I expression on stromal cells Figure 3D) . Finally, to confirm that 
expression of MHC I on stromal cells was sufficient for CD8 HP mediated by IL-7 therapy, we 
treated Ragβ2m Rag mice with IL-7 and found robust proliferation of OT-I T cells 
mediated by IL-7 therapy despite lack of MHC I expression by hematopoietic cells (Figure 3B-
F). Together, these data confirm that TCR triggering by MHC I DCs is dispensable for HP of 
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naïve CD8+ T cells during IL-7 therapy but could be required for optimal persistence of these 
cells in the periphery (Figure 3B-F).  
 
CONCLUSION 
 
Several clinical studies have demonstrated that lymphopenia is followed by relatively rapid 
normalization of CD8+ T cells through HP, whereas HP of CD4+ T cells is highly inefficient 
and chronic CD4 depletion normally persists unless thymic function recovers. During GVHD, 
DCs and IL-7 concentrations are too low for CD4 HP (Gauthier et al. 2015, submitted) and 
immune reconstitution of CD4+ T cells requires not only IL-7 but also factors capable of 
increasing DC counts. Under these same circumstances, IL-7 therapy alone can restore CD8 HP, 
indicating that systemic IL-7 levels is probably the limiting factor for regeneration of these cells 
during GVHD. Our data also indicates that DCs could probably have a more pronounced effect 
on CD8 survival than proliferation, maybe through IL-15 trans-presentation since HP of CD8+ 
T cells is accompanied with phenotypic changes like IL-15Rβ expression(Goldrath et al., 2000; 
Ramanathan et al., 2009). We also provide substantial evidences that the impact of DCs on HP 
of CD8+ T cells is relatively modest, and that MHC I expression by radio-resistant stromal cells 
is essential for proliferation mediated by IL-7. In addition, we also found that naïve CD8+ T 
cells responded to a lower IL-7 concentration compared to CD4+ T cells. Despite low IL-7 
concentrations during GVHD, small fluctuations of this cytokine could have a more pronounce 
effect on CD8+ than CD4+ T cells. Thus, the homeostatic requirement for DCs and IL-7 differs 
between CD4+ and CD8+ T cells and indicates that these cells have their own niche that 
minimally overlap with each other. Finally, these results also explain why regeneration of CD8+ 
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T cells is typically faster than CD4+ T cells, and this new information should be taken into 
account before developing targeted therapies aimed at restoring T cells in lymphopenic and 
GVHD patients.  
 
MATERIALS AND METHODS 
 
Mice and administration of IL-7 or Flt3-ligand. C57BL/6.SJL (B6.SJL; H-2b, Ptprca Pep3b, 
CD45.1+), C57BL/6.129S7-Rag1tmMom/J (Rag-/-; H-2b, CD45.2+) and (C57BL/6 X DBA2/J) F1 
(B6D2F1; H-2
b/d, CD45.2+) mice were purchased from The Jackson Laboratory (Bar Harbor, 
ME). OT-I T cell mice (OT-I; H-2b; CD45.2+) were provided by Dr. Nathalie Labrecque (Centre 
de recherche de l’hôpital Maisonneuve-Rosemont). B6.129P2-B2mtm1Unc/J (β2m-/-; H-2b, 
CD45.2+) and Rag-/- X B6.129P2-B2mtm1Unc/J (Rag-/-β2m-/-; H-2b, CD45.2+) were provided 
by Dr. Heather Melichar (Maisonneuve-Rosemont Hospital Research Center). All animals were 
housed at the Maisonneuve-Rosemont Hospital animal facility and animal studies were 
performed in accordance with the Maisonneuve-Rosemont Hospital Animal Care Committee. 
Recombinant human IL-7 (rhIL-7) was supplied by Cytheris Inc. Vehicle (phosphate buffer 
saline; PBS) or rhIL-7 (5µg) was administered to mice for 6 days as a daily intraperitoneal (i.p.) 
injection, as described. Recombinant human Flt3-L was purchased from BioXcell and 
administered daily to mice as an i.p. injection of 10µg for 14 days as described. 
 
Bone marrow transplantation and GVHD. On day 0, 1x107 T cell depleted BM cells from sex-
matched B6.SJL donor mice (H-2b) were injected intravenously into lethally irradiated (10Gy) 
B6D2F1 recipients (H-2
b/d) along with 1x106 purified B6.SJL T cells (GVHD group) or B6D2F1 
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T cells (syngeneic group) (T cell enrichment kit, StemCell Technologies). Mice were weighed 
every 3 days and monitored for clinical signs of GVHD. A weight loss of 20% beyond day +14 
after transplantation or signs of distress (immobility, arched back, eyes closed) were considered 
survival end-points entailing euthanasia. For the generation of chimeras, Rag-/- or β2m-/- 
recipient mice received intravenously 1x107 BM cells from Rag-/- or Rag-/-B2m-/- donor mice. 
Rag-/- mice receiving Rag-/-B2m-/- BM were treated with anti-NK1.1 (PK136, BioxCell, 
200µ/mice) at days -2 and -1 before bone marrow transplantation. Six weeks later, 
hematopoietic cells of chimeric mice were considered fully regenerated.  
 
CTV staining and adoptive transfer of lymphocytes. Spleen and LN from OT-I mice were 
homogenized and lymphocytes enriched by negative selection (T cell enrichment kit, StemCell 
Technologies). Enriched T cells were suspended at 1x107 cells/ml in PBS and incubated for 15 
min at room temperature with 1 µl/ml of 5 mM CTV (Cell Trace Violet, Invitrogen). Cells were 
washed twice in PBS and recipient mice received 1x106 CTV-labeled T cells by i.v. injection. 
After 7 days, mice were sacrificed and CTV content was analyzed with a Fortessa flow 
cytometer (BD Bioscience). FlowJo software (TreeStar) was used for all analysis.  
 
Flow cytometry. Cells were resuspended at a density of 1x107 cells/ml in FACS buffer and were 
incubated 30 min on ice with diluted monoclonal antibodies and then washed and resuspended 
in FACS buffer for immediate analysis. The following monoclonal antibodies were used from 
BioLegend : PE-anti-Vα2 (clone), APCCy7- and APC-anti-CD4 (GK1.5); PeCy7-anti-CD8 (53-
2.7); PerCPCy5.5-anti-CD45.1 (A20); PE- and FITC-anti-CD11c (N418); PerCPCy5.5-anti-
CD11b (M1/70); FITC-anti-TCRβ (H57-597); APC-anti-H2-Kd (SF1-1.1); APCCy7-anti IAIE 
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(M5/114.15.2); PE-anti H2-Kb (AF6-88.5). From BD Biosciences: PE-anti-Stat5 
(47/Stat5(pY694)). 
 
pSTAT5 staining. For in vitro detection of phosphorylated STAT5, cells were stimulated for 30 
minutes with different concentrations of rhIL-7. Then cells were fixed in hot (37°C) lyse/fix 
buffer, washed twice in phosphate-buffered saline (PBS), and made permeable in iced Perm 
Buffer III (BD Biosciences). Cells were then stained for pSTAT5 and surface receptors. 
  
Statistical analysis. Prism 5.0 (GraphPad Software) was used for all statistical analyses. The 
non-parametric Mann-Whitney test was used to compare pairs of data and the Kruskal Wallis 
test was used to compare more than 3 data. A p-value less than or equal to 0.05 was considered 
significant. Data is presented as mean ± s.e.m. 
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FIGURE LEGENDS 
 
Figure 1. Interleukin-7 therapy alone can restore naïve CD8 HP during GVHD. (A) 
Irradiated wild-type ♀ B6D2F1 mice received 1x107 BM cells from ♀ B6.SJL mice with 1x106 
B6.SJL (GVHD) or ♀ B6D2F1 (syngeneic) purified splenic T cells. Twenty-eight days later, 
mice were treated with Flt3-L for 14 consecutive days. At day +35, mice received 1x106 CTV-
labeled OT-I T cells. Mice were then treated with daily IL-7 injections. At day +42, mice were 
sacrificed and CD4+ T cell HP was evaluated by flow cytometry. (B) Splenocytes count in 
GVHD and syngeneic hosts 42 days post-allo-SCT. (C) Absolute counts of splenic CD11c+ cells 
at day +42 post-allo-SCT. (D) OT-I T cell proliferation 7 days after transfer into GVHD or 
syngeneic animals. (E) Absolute counts of OT-I T cells in GVHD and syngeneic hosts 7 days 
after transfer. (F) Percentage of divided OT-I T cells 7 days after transfer. Data are 
representative of 2 independent experiments, 3 mice per group. Results show mean +/- s.e.m. 
P-values were determined by a Kruskal-Wallis test followed by a post-hoc Dunn’s test 
(compared to BMT, *p≤0,05). 
 
Figure 2. CD8+ T cells are more sensitive to IL-7 than CD4+ T cells. (A) STAT5 
phosphorylation in CD8+ (dark line) vs CD4+ (dashed line) T cells exposed to varying 
concentrations of rhIL-7. (B) Representative flow cytometry analysis of proliferation of CD8+ 
vs CD4+ T cells recovered 7 days after transfer into IL-7–treated WT mice. Data are 
representative of 1 independent experiment, 3 mice per group. 
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Figure 3. MHC I expression by non-hematopoietic cells is sufficient for CD8 HP mediated 
by IL-7 therapy. (A) Irradiated ♀ Rag-/- or β2m-/- mice received 1x107 BM cells from ♀ Rag-/- 
mice. Eight weeks later, recipient mice received 1x106 CTV-labeled OT-I T cells and HP was 
evaluated 7 days later by flow cytometry.  (B) Irradiated ♀ Rag mice received 1x107 BM cells 
from ♀ Rag-/-β2m-/- mice. Eight weeks later, recipient mice received 1x106 CTV-labeled OT-I 
T cells and were treated with daily PBS or IL-7 injections for 7 days. HP was then evaluated by 
flow cytometry. (C) Splenocytes count in groups described in (A) and (B). (D) OT-I T cell 
proliferation 7 days after transfer into chimeras described in (A) and (B). (E) Absolute count of 
OT-I T cells 7 days after transfer. (F) Percentage of divided OT-I T cells 7 days after transfer. 
Data are representative of 1 independent experiments, 3 mice per group. Results show mean +/- 
s.e.m.  
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Chapitre 4: Discussion 
 
L’objectif principal de cette thèse était de mieux comprendre l’impact de la GVHD sur 
la reconstitution des LT après une ASCT. Dans les chapitres 2 et 3, nous avons établi que la 
GVHD nuit considérablement à la reconstitution de ces cellules en affectant la régénération des 
DC ainsi que la production d’IL-7, deux facteurs importants dans l’homéostasie des LT. 
Toutefois, ces observations ont révélé des différences fondamentales entre les LT CD4+ et CD8+ 
au niveau de leur besoin respectif pour proliférer homéostatiquement. De plus, nos résultats 
laissent à penser que le SDF-1α pourrait jouer un rôle thérapeutique en régulant la gravité de la 
GVHD.  
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4. Reconstitution immunitaire des lymphocytes T et des 
cellules dendritiques  
  
4.1. Reconstitution des lymphocytes T CD4+ naïfs 
 
 L’objectif de l’article 1 était de mieux comprendre le (ou les) mécanisme(s) par lequel 
la GVHD empêche la reconstitution des LTn CD4+ non-alloréactifs. Pour cela, nous avons 
décidé d’utiliser un modèle classique de greffe de moelle osseuse chez la souris, le modèle 
parent dans F1, dans lequel nous avons greffé des souris B6D2F1 (H-2
b/d) avec de la MO de 
souris B6.IL-7Rα-/- (H-2b) combinée à des LT B6.SJL (H-2b, alloréactifs dans notre modèle) ou 
LT B6D2F1 (H-2
b/d, syngéniques dans notre modèle) (Article 1, figure 1A). Afin d’évaluer la 
PH des LTn CD4+ non-alloréactifs, nous avons transféré dans nos souris greffées des LTn CD4+ 
anti-HY monoclonaux marqués au Cell Trace Violet (CTV). L’utilisation de LT polyclonaux 
afin d’évaluer la PH des LTn CD4+ est impossible dans notre modèle puisque certains de ces 
lymphocytes pourraient s’activer contre les antigènes du receveur, empêchant toute étude sur la 
PH. À l’inverse, les LT CD4+ anti-HY ne s’activent qu’en présence d’antigène mâle (HY), 
absent dans notre modèle de greffe n’utilisant que des souris femelles, ce qui nous assure que la 
prolifération observée n’est pas due à leur activation. De plus, les LT CD4+ anti-HY sont de 
même fond génétique que le donneur (B6, H-2b) et tolérés par le receveur (B6D2F1, H-2
b/d), ce 
qui les empêche d’être directement éliminés.  
 
Comme nous l’avons mentionné dans l’introduction, la PH des LTn est induite dans un contexte 
de lymphopénie lorsque les ressources homéostatiques, c’est-à-dire l’IL-7 et la présentation 
psCMH, sont facilement accessibles (Takada and Jameson, 2009a). Cependant, la PH des LTn 
CD4+ est beaucoup moins efficace que celle des LTn CD8+ (Guimond et al., 2009; Min et al., 
2005). Guimond et al ont démontré que cette observation pouvait s’expliquer par l’effet de l’IL-
7 sur les DC exprimant l’IL-7Rα. Dans un contexte de lymphopénie, les niveaux élevés d’IL-7 
pourraient être responsables de la réduction de l’expression du CMH II à la surface de ces DC, 
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entraînant la diminution de la PH des LTn CD4+. D’ailleurs, l’abrogation de la signalisation de 
l’IL-7 dans les DC (souris IL-7Rα-/-) permet l’expression du CMH II et le retour de la PH des 
CD4+ (Guimond et al., 2009).  
 
En lien avec ces observations, l’hypothèse au début de ce projet était que les niveaux élevés 
d’IL-7, associés à la lymphopénie causée par la GVHD, entraînaient une diminution de 
l’expression du CMH II sur les DC du donneur générées après la greffe et, par conséquent, 
diminuaient l’efficacité de la PH des LTn CD4+. L’utilisation de MO IL-7Rα-/- permettrait donc 
la régénération de DC affranchies de la signalisation de l’IL-7, ce qui rétablirait la reconstitution 
des LT CD4+. Malheureusement, la PH des LT CD4+ anti-HY n’a pas pu être restaurée dans les 
souris en GVHD malgré l’utilisation de MO IL-7Rα-/- (Article 1, figure 1E et F).  
 
Dulude et al ainsi que Gorski et al ont démontré que l’absence de PH des LT est due à 
l’environnement de la GVHD (Dulude et al., 1999; Gorski et al., 2007). En effet, des LT isolés 
à partir de souris sauvages (WT) et non-réactifs à l’hôte ne peuvent pas proliférer lorsqu’ils sont 
transférés dans une souris en GVHD. À l’inverse, les LT isolés d’un hôte en GVHD ont la 
capacité de proliférer lorsqu’ils sont transférés dans un receveur secondaire sans GVHD. Ce 
constat s’applique également à nos résultats puisque les LT anti-HY isolés de nos souris en 
GVHD et transférés dans une souris IL-7Rα-/- peuvent à nouveau proliférer (Article 1, Figure 
1E). Ces résultats indiquent que l’absence de PH des LTn CD4+ n’est pas due à un défaut 
intrinsèque de ces cellules mais bien à l’environnement dans lequel elles se trouvent, et plus 
particulièrement à un défaut de la niche périphérique à soutenir leur PH. 
 
Mis à part le défaut de prolifération, il a été également observé que les LT non-réactifs à l’hôte 
pouvaient exprimer la molécule Fas et ainsi être éliminés de manière non-spécifique par les LT 
alloréactifs exprimant Fas-ligand (Brochu et al., 1999). Ce mécanisme pourrait être également 
responsable du faible nombre de LT anti-HY récupérés après transfert. De plus, l’absence de 
signaux homéostatiques pourrait également entraîner l’apoptose des LT transférés dans un hôte 
en GVHD. Pour évaluer ce point, il aurait été possible dans notre modèle de vérifier par 
cytométrie en flux l’expression de Fas à la surface des LT anti-HY ainsi que la proportion de 
cellules en apoptose par les marqueurs Annexine V/7-AAD.  
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À partir de ces résultats, notre prochaine étape a été d’étudier la fonctionnalité de la niche 
périphérique qui soutient l’homéostasie des LTn CD4+, c’est-à-dire les niveaux d’IL-7 et la 
régénération des DC.  
 
4.2. Interleukine-7 et GVHD  
 
L’IL-7, à part dans des conditions de lymphopénie, se retrouve en très faible 
concentration dans le sang de souris sauvage (10pg/ml) et est difficilement quantifiable par 
ELISA dû à la limite de détection des outils disponibles (Guimond et al., 2009). Nous avons 
donc décidé dans un premier temps de mesurer l’expression de l’ARNm de l’IL-7 dans le stroma 
de la rate et de la MO de nos souris greffées. Dans les deux cas, l’ARNm de l’IL-7 était plus 
faible dans le stroma des souris en GVHD (Article 1, figure 2D). Cependant Guimond et al ont 
démontré que la production d’IL-7 est soumise à une boucle de régulation négative et que la 
faible quantité d’ARNm pourrait plutôt refléter une forte concentration d’IL-7. Nous avons donc 
entrepris de mesurer l’expression de l’IL-7Rα à la surface de LT CD4+ anti-HY transférés 24h 
dans les souris greffées. Cette mesure qualitative se base encore sur le principe de la boucle de 
régulation de l’IL-7, une forte concentration d’IL-7 entraînant la diminution de l’expression de 
l’IL-7Rα, et vice versa (Park et al., 2004). L’expression de l’IL-7Rα était beaucoup plus forte à 
la surface des LT transférés dans les souris en GVHD que les souris contrôles (Article 1, figure 
2E). Ces deux résultats nous ont permis de confirmer qu’un mois post-greffe, les niveaux d’IL-
7 sont bas dans les souris en GVHD. Cette conclusion diffère de celle faite chez l’humain. En 
effet, plusieurs études concluent qu’après une augmentation temporaire de sa concentration, 
l’IL-7 retourne à des valeurs normales dans les mois qui suivent la greffe (De Bock et al., 2013; 
Dean et al., 2008; Kielsen et al., 2015; Thiant et al., 2010). Une des raisons pouvant expliquer 
cette différence est le type d’ASCT (CMH-compatible vs incompatible), le type de régimes de 
préparation employés (myéloablatif vs régime réduit) ainsi que la gravité de la GVHD qui en 
résulte. On peut également questionner la sensibilité des kits ELISA, sachant qu’on mesure des 
niveaux basals d’IL-7 d’environ 10pg/ml, ce qui se situe dans les limites de détection de cette 
cytokine. Quoi qu’il en soit, conclure que la concentration d’IL-7 revienne à des valeurs 
normales alors que les patients sont gravement lymphopéniques est paradoxal (Bolotin et al., 
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1999; Napolitano et al., 2001). Nos résultats, ainsi que ceux chez l’humain, semblent plutôt 
indiquer un défaut de production d’IL-7. Il reste à déterminer s’il s’agit d’un défaut intrinsèque 
des cellules stromales produisant cette cytokine, ou l’absence de ces cellules. Nous aurions pu 
tenter de vérifier la présence des cellules stromales dans les ganglions lymphatiques de nos 
souris (CD45-gp38+CD31- pour les CFR et CD45-gp38+CD31+ pour les CEL) bien que cela 
aurait été difficile dû à la lymphopénie et aux dommages causés à ces organes par la GVHD.  
 
4.3. Reconstitution des cellules dendritiques 
 
En plus de la découverte d’un boucle de régulation de l’IL-7, Guimond et al ont démontré 
que la PH des LTn CD4+ nécessite l’expression commune du CMH II et de l’IL-7 par une même 
DC (Guimond et al., 2009). D’ailleurs, l’élimination des DC par traitement à la toxine 
diphtérique dans des souris B6D2F1 greffées avec de la MO de souris CD11cDTR.IL-7Rα-/- 
entraîne la perte de la PH des LTn CD4+ (Article 1, figure 2C). Transposée à l’ASCT, cette 
observation laisse à penser que la présence des DC est nécessaire afin de permettre la 
reconstitution des LTn CD4+. En analysant les DC retrouvées dans la rate, nous avons découvert 
que leur nombre était grandement diminué dans nos souris en GVHD comparativement aux 
souris contrôles (Article 1, figure 2A et B). Ceci n’était pas dû à l’absence de l’IL-7Rα sur les 
cellules hématopoïétiques puisque nous avons observé le même résultat suite à une greffe de 
MO de souris Rag-/- ou B6 (Article 1, figure supplémentaire S1 E-G). Cette observation a 
d’ailleurs été faite à plusieurs reprises chez l’humain (tableau II) et bien qu’aucune étude n’ait 
analysé une corrélation potentielle entre la régénération défectueuse des DC et le nombre de 
LTn CD4+ chez les patients greffés, plusieurs travaux ont établi une corrélation entre le faible 
nombre de DC et la diminution de la survie, l’augmentation de la GVHD ainsi que 
l’augmentation des cas d’infections post-greffe (Mohty et al., 2004; Peric et al., 2015; Rajasekar 
et al., 2008; Reddy et al., 2004).  
 
À partir de ces données, nous avons émis deux hypothèses pour expliquer l’absence de DC dans 
nos souris en GVHD. La première est que les DC, une fois générées, sont éliminées par les LT 
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alloréactifs. La deuxième est que l’absence des DC est due à un défaut de différenciation des 
progéniteurs au niveau de la MO. 
 
4.3.1. Les cellules dendritiques du donneur sont éliminées par 
les lymphocytes T alloréactifs 
 
Il est bien connu que suite à leur activation, les LT effecteurs CD8+, et dans une moindre 
mesure les LT effecteurs CD4+, peuvent éliminer les DC présentant l’antigène spécifique (Chen 
et al., 2012; Guarda et al., 2007; Loyer et al., 1999; Yang et al., 2006). Ce mécanisme permettrait 
de contrôler la réponse immunitaire et la durée de l’inflammation. D’autre part, plusieurs études 
ont démontré le rôle important des DC du donneur dans le maintien de la GVHD après l’ASCT 
(Markey et al., 2009; Matte et al., 2004; Wang et al., 2011). Ceci est possible grâce à la 
présentation croisée des allo-antigènes aux LT alloréactifs CD8+ mais également par le transfert 
de complexes peptide-CMH I des cellules de l’hôte aux DC du donneur (Wang et al., 2011). Il 
est donc possible qu’après la présentation d’allo-antigènes aux LT alloréactifs, les DC du 
donneur soient éliminées par ceux-ci. Afin d’évaluer ce mécanisme dans notre modèle, nous 
avons effectué un test de cytotoxicité in vivo en transférant dans nos souris en GVHD des DC 
du donneur générées dans le receveur (DCB6→B6D2F1) en combinaison avec des DC du donneur 
(DCB6) (Article 1, figure 3A). L’hypothèse ici était que les DCB6→B6D2F1 présenteraient par 
présentation croisée ou par échange de molécules membranaires (trogocytose) des antigènes ou 
des complexes peptide-CMH du receveur et qu’elles seraient éliminées par les LT alloréactifs 
suite à leur transfert dans les souris en GVHD. À l’inverse, les DCB6 isolées directement du 
donneur ne présenteraient pas ces allo-antigènes et seraient préservées. Effectivement, nous 
avons retrouvé moins de DCB6→B6D2F1 comparé aux DCB6 dans la rate des souris en GVHD 36h 
après leur transfert (Article 1, figure 3B). Bien qu’ils appuient notre hypothèse, nos résultats ne 
démontrent pas hors de tout doute que les DC sont éliminées par les LT alloréactifs durant la 
GVHD. Nous aurions pu réaliser des expériences de cytotoxicité in vitro, en mettant directement 
en contact les DC et les LT alloréactifs, ou sinon répéter le transfert in vivo mais après 
élimination des LT et retrouver dans ce cas des nombres similaires de DC. Par contre, le fait que 
l’on retrouve davantage de DCB6 permet de réfuter l’hypothèse d’une élimination non-
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spécifique. À partir de ces résultats, nous avons émis l’hypothèse que si les DC étaient éliminées 
par les LT alloréactifs, alors l’élimination de ceux-ci permettrait la régénération des DC du 
donneur après la greffe. De façon surprenante, nous n’avons jamais retrouvé des nombres 
normaux de DC après l’élimination des LT dans les souris en GVHD et ce même sept mois 
après traitement, indiquant que l’élimination des DC par les LT alloréactifs n’est pas le facteur 
principal qui limite la régénération des DC dans un contexte de GVHD (Article 1, figure 3C et 
Annexe figure 1). Ceci nous a amené à nous pencher sur notre deuxième hypothèse. 
 
4.3.2. L’absence des cellules dendritiques est due à un défaut de 
différenciation des progéniteurs au niveau de la MO. 
 
Comme l’élimination des LT alloréactifs n’a pas permis de régénérer les DC post-greffe, 
nous avons émis l’hypothèse que l’absence de ces cellules découlait d’un défaut de 
différenciation des cellules progénitrices au niveau de la MO. Nous avons donc analysé le 
nombre de progéniteurs communs de DC (CDP) dans la MO des souris greffées et avons 
effectivement observé une diminution de ces progéniteurs dans les souris en GVHD comparé 
aux souris contrôles (Article 1, figure 4A). En lien avec ce résultat, la mise en culture in vitro 
de cellules de MO de souris en GVHD avec du Flt3-L génère des DC, mais en plus faible 
nombre, suggérant que qu’il y a effectivement moins de CDP dans la MO mais que ceux-ci 
détiennent encore la capacité de se différencier en DC (Article 1, figure 4B). D’ailleurs, des 
receveurs secondaires greffés avec la MO de souris en GVHD soutiennent la PH des LTn CD4+ 
deux mois après la greffe (Annexe figure 2). Ces résultats renforcent l’hypothèse que l’absence 
de régénération des DC n’est pas due à un défaut intrinsèque des CDP mais plutôt à un défaut 
du milieu à soutenir leur survie et/ou leur différenciation. 
 
La MO est composée de cellules stromales formant une niche hématopoïétique nécessaire au 
maintien et à la différenciation des CSH (Anthony and Link, 2014). Ces cellules stromales 
produisent des facteurs de croissances qui permettent la différenciation des progéniteurs en 
cellules de lignée spécifique. Entre autres, il est connu que le Flt3-L joue un rôle crucial dans le 
maintien et la différenciation des progéniteurs en DC (Maraskovsky et al., 1996; McKenna et 
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al., 2000; Pulendran et al., 1997). Nous avons donc émis l’hypothèse que la GVHD affectait la 
production de Flt3-L, causant l’absence de différenciation des CDP en DC. Malgré une 
diminution de l’ARNm de Flt3-L dans les cellules stromales de la MO nous n’avons pas observé 
de différence  dans les concentrations de ce facteur de croissance dans le sang des souris en 
GVHD et contrôles, indiquant que l’absence de développement des DC n’est certainement pas 
le résultat d’un défaut de production de Flt3-L. Il est connu que les LT à l’état basal et activés 
peuvent produire du Flt3-L suite à une aplasie médullaire (Chklovskaia et al., 1999, 2001; Saito 
et al., 2013). Il aurait été intéressant dans notre modèle de mesurer les niveaux de Flt3-L suite à 
l’élimination des LT alloréactifs. Peut-être dans ce cas aurions-nous observé une diminution des 
niveaux de Flt3-L dans les souris en GVHD.  
 
Comme les niveaux de Flt3-L semblaient normaux dans les souris en GVHD, nous nous sommes 
intéressés aux autres facteurs pouvant influencer le développement des DC dans la MO. Comme 
mentionné dans l’introduction, le GM-CSF ne semble pas réguler le développement des DC des 
organes lymphoïdes (Greter et al., 2012; King et al., 2010; Kingston et al., 2009; Maraskovsky 
et al., 1996; Vremec et al., 1997). De même, la LTβ ne semble que requise en périphérie pour 
réguler l’homéostasie des DC CD11b+ (Kabashima et al., 2005; Wang et al., 2005; Wu et al., 
1999). Kohara et al ont découvert que le SDF-1α, produit par les cellules stromales de la MO, 
était un régulateur clé du développement des DC (Kohara et al., 2007). En effet, la suppression 
du récepteur de SDF-1α, CXCR4, à la surface des progéniteurs entraîne une diminution 
importante du nombre de pDC et cDC dans la MO et la rate, mais également une diminution de 
leurs progéniteurs dans la MO (CLP Flt3+ et CMP Flt3+ mais pas LSK Flt3lo). En s’appuyant 
sur les résultats de cet article, nous avons décidé d’analyser l’expression du SDF-1α dans nos 
souris greffées. Comparé aux souris contrôles, nous avons découvert que les niveaux d’ARNm 
de SDF-1α étaient beaucoup plus faible dans les cellules stromales de la MO et de la rate des 
souris en GVHD (Article 1, figure 4F). De plus, les niveaux systémiques de SDF-1α étaient plus 
faibles dans le sang des animaux atteints de GVHD, suggérant une diminution globale de la 
production de SDF-1α (Article 1, figure 4H). De façon intéressante, l’expression de CXCR4 à 
la surface des cellules Lin- de la MO était similaire entre souris malades et contrôles, démontrant 
encore une fois que le milieu, dans ce cas-ci la niche hématopoïétique, et non les CSH en tant 
que telles, serait affectée par la GVHD (Article 1, figure 4G).  
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4.4. Dommages à la niche hématopoïétique durant la GVHD 
 
Le Flt3-L et le SDF-1α sont produits principalement par les cellules stromales de la MO 
(Nagasawa, 2014; Wodnar-Filipowicz, 2003). Or, nous avons démontré que l’ARNm de ces 
deux facteurs est diminué dans ces cellules. Ceci nous amène à nous questionner sur l’impact 
de la GVHD sur les cellules stromales qui résident dans la MO (von Bonin and Bornhäuser, 
2014).  
 
Une niche hématopoïétique est considérée comme un site au sein de la MO dans lequel les CSH 
peuvent s’auto-renouveler ou se différencier en cellules matures (Anthony and Link, 2014; 
Boulais and Frenette, 2015). La niche est composée de plusieurs types de cellules stromales qui 
régulent l’hématopoïèse, chaque type pouvant réguler de manière distincte les progéniteurs 
hématopoïétiques. 
 
Il est bien connu que la lymphopoïèse B est particulièrement atteinte lors de la GVHD (Baker 
et al., 1997; Garvy et al., 1993; Mensen et al., 2014; Shono et al., 2010). Curieusement, plusieurs 
études ont démontré le rôle crucial du SDF-1α dans la lymphopoïèse B en plus du 
développement des DC (Nagasawa et al., 1996; Tokoyoda et al., 2004). Comme la régénération 
de ces deux types cellulaires est restreinte après la greffe, on peut émettre l’hypothèse qu’un 
type de cellules stromales exprimant le SDF-1α est affecté par la GVHD. 
 
Plusieurs types de cellules stromales peuvent produire du SDF-1α. Trois sous-types de cellules 
stromales périvasculaires l’expriment fortement: les CXCL12-abundant reticular cells (CAR), 
les cellules stromales nestine+ et les cellules stromales positives pour le récepteur à la leptine 
(Leptin receptor,LepR+). En éliminant spécifiquement le SDF-1α dans certains de ces sous-
types, deux études ont démontré que les cellules CAR et LepR+ étaient essentielles pour la 
rétention des CSH dans la MO (Ding and Morrison, 2013). Les cellules stromales 
mésenchymales (Mesenchymal Stromal cells, MSC) expriment également le SDF-1α 
(Greenbaum et al., 2013). D’ailleurs, la suppression de SDF-1α dans ces cellules affecte autant 
la rétention des CSH dans la MO que leur fonctionnalité.  Finalement, il semble que les cellules 
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CAR représentent la niche essentielle au développement des lymphocytes B (Greenbaum et al., 
2013)  
 
L’impact de la GVHD sur les cellules stromales de la MO est encore peu documenté. De manière 
générale, la GVHD est associée à une myélosuppression sévère après l’ASCT (van Dijken et 
al., 1991; Martinez-Jaramillo et al., 2001; Shono et al., 2010) (Article 1, figure supplémentaire 
2A). Il a été démontré que les CSH du donneur pouvaient être éliminées de manière non 
spécifique par les LT alloréactifs. Cette action se ferait principalement par la voie Fas-FasL et 
la production de cytokines pro-inflammatoires comme l’IFNγ et le TNFα  (Bloom et al., 2004; 
Bruin et al., 2013; Chen et al., 2004; Delisle et al., 2008; Mori et al., 1998) (Figure 4.1). 
Cependant, l’inhibition de la voie Fas-FasL ne permet pas de renverser la myélosuppression 
(Shono et al., 2010). De plus, d’autres études en plus de la nôtre démontrent que 
l’immunosuppression après le déclenchement de la GVHD ne permet pas de restaurer 
l’hématopoïèse, indiquant que la myélosuppression résulte avant tout des dommages causés aux 
cellules stromales qui perdurent à long terme ou sont possiblement irréversibles (Bloom et al., 
2004; Shono et al., 2010) (Article 1, figure 3C et Annexe figure 1). D’ailleurs, plusieurs études 
ont mis en évidence que les cellules stromales étaient diminuées chez les hôtes en GVHD (Chen 
et al., 2005; Shono et al., 2014; Yao et al., 2014) (Article 1, figure supplémentaire 2). Ceci 
pourrait être dû à la reconnaissance directe des cellules stromales par les LT alloréactifs 
puisqu’il a été démontré que ces cellules pouvaient exprimer le CMH dans des contextes 
d’inflammation (Faßlrinner et al., 2012; Malhotra et al., 2012) (Figure 4.1). Finalement, les 
cellules CAR, qui semblent nécessaires à la lymphopoïèse B, sont situées dans l’endosteum, une 
région de l’os très vascularisée (Kunisaki et al., 2013; Sugiyama et al., 2006). Cette localisation 
pourrait favoriser leur élimination par les LT alloréactifs provenant de la périphérie durant la 
GVHD. 
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Figure 4.1 : Modèle de myélosuppression induite par la GVHD. Les LT du donneur (D), une 
fois activés par les APC de l’hôte (H), peuvent migrer dans la MO et relâcher des cytokines pro-
inflammatoires (IFNγ et TNFα) qui peuvent affecter la fonction des cellules stromales ou 
l’homéostasie des CSH du donneur. Les LT alloréactifs peuvent également éliminer les cellules 
par la voie FasL et/ou possiblement par relâche de perforine/granzyme de manière CMH 
indépendante ou dépendante. Tiré de von Bonin and Bornhäuser, 2014. 
 
 
Dans un contexte normal, il existe plusieurs autres facteurs produits par les cellules stromales 
qui sont impliqués dans l’homéostasie des CSH et dont la production pourrait être également 
altérée durant la GVHD (Boulais and Frenette, 2015). Des chercheurs ont découvert que le stem 
cell factor (SCF), comme le SDF-1α, est principalement exprimé par les cellules stromales 
périvasculaire de l’os et sa suppression dans les cellules endothéliales ou LepR+  entraîne la perte 
des CSH (Ding et al., 2012). Cependant aucune étude n’a été entreprise sur le SCF au niveau de 
la MO après une ASCT. Les cellules endothéliales de la MO expriment Jagged-1, le ligand du 
récepteur Notch exprimé par les CSH, et semblent soutenir leur auto-renouvellement (Butler et 
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al., 2010). Malheureusement, la grande majorité des études faites sur Notch dans un contexte 
d’ASCT portent sur son rôle dans l’activation des LT alloréactifs ou son utilisation ex vivo pour 
l’expansion des cellules (Ebens and Maillard, 2013). Finalement, il a été révélé que 
l’angiopoiétine-1 et vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1) sont impliquées dans la 
quiescence et la migration des CSH (Arai et al., 2004; Frenette et al., 1998). Cependant leur 
importance lors de l’ASCT et l’impact de la GVHD sur leur expression demeure inconnue.  
 
4.5. Thérapies de reconstitution immunitaire après l’ASCT 
4.5.1. Le SDF-1α régénère les DC CD8α+ dans les souris en GVHD 
 
Nous avons démontré dans le premier article que l’absence de PH des LTn CD4+ était 
associée à une diminution de l’IL-7 et du nombre de DC. En analysant les facteurs requis pour 
le développement des DC, nous avons observé que la production de SDF-1α était réduite dans 
les souris en GVHD. Ceci nous a amené à nous questionner sur l’effet potentiel du SDF-1α sur 
la régénération des DC. L’injection intra-péritonéale de SDF-1α a permis de régénérer les DC 
dans les souris en GVHD, principalement les DC CD8α+ (Article 1, figure 5C-F). Il avait été 
démontré que l’axe SDF-1α/CXCR4 était important pour le développement des DC mais nous 
sommes, à ma connaissance, les premiers à démontrer que l’injection de SDF-1α peut générer 
des DC suite à une ASCT (Kohara et al., 2007). Mais comment expliquer cet effet ? 
 
Une première hypothèse serait que le SDF-1α permet directement la différenciation des 
progéniteurs (CDP ou autres) en DC. Malheureusement, la mise en culture in vitro de cellules 
de MO de souris WT avec du SDF-1α ne permet pas de générer des DC (Annexe figure 3A). De 
même, on obtient le même résultat suite au traitement de souris FL-/- avec du SDF-1α (Annexe 
figure 3B). Ceci semble donc indiquer que le SDF-1α ne peut pas directement différencier les 
progéniteurs en DC. 
 
Le SDF-1α est avant tout connu pour son rôle dans le maintien des CSH dans la MO (Sharma 
et al., 2011; Sugiyama et al., 2006). Comme les CDP expriment CXCR4, le SDF-1α pourrait 
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être impliqué dans leur rétention au niveau de la MO et permettre ainsi leur différenciation en 
pré-cDC et pDC (Schmid et al., 2011). Ainsi, une absence de production de SDF-1α dans les 
souris en GVHD pourrait engendrer une migration hâtive des CDP de la MO vers la périphérie 
et empêcher leur différenciation complète. En lien avec cette hypothèse, Banovic et al ont 
observé une absence de pDC matures et une augmentation de progéniteurs immatures dans le 
sang de souris en GVHD, ce qui permet effectivement de croire à un défaut de rétention des 
progéniteurs de DC dans la MO (Banovic et al., 2009). Nous aurions pu, à l’instar de Banovic 
et al, tenter d’analyser les CDP dans le sang des souris en GVHD et en voir possiblement de 
plus grand nombres. De même, des progéniteurs de DC ont récemment été identifiés chez 
l’humain (Breton et al., 2015; Lee et al., 2015). Il serait intéressant de les analyser chez des 
patients greffés, afin de confirmer s’il y a bel et bien migration non contrôlée des progéniteurs 
de DC en dehors de la MO. 
 
Suite au traitement au SDF-1α, nous avons observé une légère augmentation du nombre de CDP 
dans la MO des souris en GVHD (Annexe figure 3C). Il a été révélé que le SDF-α pouvait 
induire l’expression d’intégrines à la surface des CSH, comme VLA-4 et LFA-1, facilitant leur 
migration et leur rétention dans la MO, ce qui pourrait expliquer ce résultat (Peled et al., 2000; 
Plett et al., 2002). De plus, étant une chimiokine, le SDF-1α pourrait attirer les CSH dans la 
MO. Cependant, la migration des CSH vers la MO nécessite un gradient de SDF-1α, ce qui n’est 
probablement pas le cas dans notre modèle puisque son injection se fait de manière intra-
péritonéale (Ceradini et al., 2004; Lapidot et al., 2005). Cette hypothèse demeure toutefois 
possible puisque Dar et al ont découvert que les cellules stromales et endothéliales de la MO 
avaient la capacité de capter le SDF-1α circulant et de le représenter à l’intérieur de la MO, 
permettant ainsi la migration des CSH vers la MO (Dar et al., 2005).  
 
Une autre hypothèse expliquant l’augmentation du nombre de DC serait que le SDF-1α agit 
directement sur leur survie. En effet, plusieurs études ont démontré que le SDF-1α pouvait 
augmenter la survie des CSH dans la MO et des DC en périphérie (Broxmeyer et al., 2003a, 
2003b; Delgado-Martin et al., 2011; Guo et al., 2005; Hernández-López et al., 2008; Kabashima 
et al., 2007; Lee et al., 2002). D’ailleurs, comme Kohara et al, nous avons remarqué une 
augmentation du nombre de DC produites in vitro lorsque nous avons cultivé des cellules de 
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MO avec du Flt3-L et du SDF-1α comparé au Flt3-L seul nous permettant de croire à un effet 
direct sur la survie des progéniteurs (Kohara et al., 2007). 
 
Comparé au SDF-1α, le Flt3-L régénère plus efficacement les DC dans les souris en GVHD 
(Article 1, figure 5A-B et F et figure supplémentaire 3). Ceci peut s’expliquer simplement par 
l’effet direct du Flt3-L dans l’expansion et la différenciation des progéniteurs et des cellules 
dendritiques comparé au SDF-1α (Merad et al., 2013; Wodnar-Filipowicz, 2003). Kohara et al 
ont clairement démontré un rôle direct de l’axe SDF-1α/CXCR4 dans le développement des 
pDC et des cDC (Kohara et al., 2007). Cependant, l’effet du SDF-1α semble être limité à  la 
régénération des DC CD8α+ dans nos souris en GVHD (Article 1, figure 5C-E). Peut-être qu’un 
traitement à plus long terme aurait permis de régénérer les pDC ou peut-être que ces résultats 
indiquent que les progéniteurs de pDC sont plus sensibles à l’absence de SDF-1α et sont absents 
au moment du traitement. D’ailleurs, Kohara et al, concluent comme nous que le SDF-1α ne 
joue pas un rôle direct sur la différenciation des pDC mais serait plutôt impliqué dans le maintien 
des progéniteurs dans la MO. Il est à ce jour difficile d’expliquer pourquoi le traitement au SDF-
1α n’a régénéré que les DC CD8α+. Une hypothèse simple serait que le SDF-1α active une voie 
transcriptionnelle spécifique au développement des DC CD8α+. Toutefois, les voies de 
différenciation menant à la génération spécifique des pDC, des DC CD8α+ et des DC CD11b+ 
ne sont pas encore bien comprises et il n’existe aucun lien décrit dans la littérature entre l’axe 
SDF-1α/CXCR4 et les facteurs de transcriptions IRF8, Id2, Nfil3 et Batf3. 
 
4.5.2. Le SDF-1α, une chimiokine immunomodulatrice ? 
 
Lors de nos travaux sur la reconstitution immunitaire, nous avons observé que le SDF-
1α semble diminuer la gravité de la GVHD (Article 1, figure 5G-H). En effet, les souris traitées 
au SDF-1α perdent moins de poids que les souris traitées au Flt3-L ou au PBS. De plus, une 
analyse histopathologique a pu confirmer une diminution de la GVHD chez les souris traitées 
au SDF-1α. Il faudrait cependant mener une étude de survie à long terme pour confirmer un 
effet bénéfique du SDF-1α. Nous pourrions, par exemple, traiter les souris pendant 1 mois plutôt 
que 2 semaines. Il serait aussi intéressant d’étudier les effets d’un traitement plus précoce sur le 
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développement de la GVHD (traiter au jour +7 post-greffe au lieu de +28 par exemple). Dans 
le même ordre d’idée, il faudrait analyser la gravité de la GVHD après l’arrêt du traitement au 
SDF-1α afin de déterminer si son effet est temporaire ou permanent. Malgré tout, on peut 
émettre quelques hypothèses quant à l’action du SDF-1α comme agent immuno-modulatoire.  
 
Une des premières hypothèses que nous pouvons émettre est que l’action du SDF-1α passe par 
son effet sur la régénération des DC. Comme nous l’avons montré, le Flt3-L régénère un plus 
grand nombre ainsi que tous les types de DC des organes lymphoïdes comparé au SDF-1α qui 
ne régénère que les DC CD8α+. Ceci implique, dans le cas du Flt3-L, une plus grande quantité 
de cellules présentatrices d’antigènes produites, et conséquemment une activation plus 
importante des LT alloréactifs. Toutefois, malgré une augmentation du nombre de DC, les souris 
traitées au SDF-1α ne perdent pas autant de poids que les souris traitées au PBS ce qui porte à 
croire que la quantité de DC régénérée n’est pas associée à la gravité de la GVHD, à moins que 
les DC CD8α+ n’exercent un effet immunosuppressif dans ce contexte. Plusieurs études ont mis 
en évidence un effet protecteur des DC CD8α+ de l’hôte au moment de l’ASCT, entre autres par 
l’utilisation de souris receveuses Batf3-/- (Teshima et al., 2002b; Toubai et al., 2010; Weber et 
al., 2014). Cet effet nécessiterait un contact entre les DC et les LT et impliquerait la production 
d’IL-10, connue pour son rôle anti-inflammatoire (Grütz, 2005). Il faut cependant garder en 
mémoire que l’effet observé dans notre modèle proviendrait des DC CD8α+ du donneur et que 
l’action des DC dépend en grande partie de l’environnement cytokinien, les DC étant plus 
tolérogènes dans un contexte non-inflammatoire, et plus stimulatrices dans un contexte pro-
inflammatoire comme lors de la GVHD (Probst et al., 2014; Švajger and Rožman, 2014). Il est 
possible que le SDF-1α affecte la maturation ou la fonction des DC CD8α+ les rendant moins 
immuno-stimulatrices. Ainsi, il serait pertinent dans notre modèle d’analyser l’expression des 
molécules du CMH et de costimulation (comme CD80 et CD86) ou d’inhibition (comme ICOS, 
PD-L1 ou Fas) entre les DC CD8α+ générées suite au traitement au SDF-1α comparé au Flt3-L. 
On pourrait également mesurer la production d’IDO, de TGF-β, d’IL-10 et d’IL-12. Finalement, 
il serait intéressant de greffer des souris B6D2F1 avec de la MO de souris Batf3
-/- (qui ne peuvent 
pas produire de DC CD8α+). Dans ce contexte, le traitement au SDF-1α ne pourrait pas générer 
de DC CD8α+ et, si notre hypothèse est bonne, la gravité de la GVHD ne serait pas réduite.  
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Une deuxième hypothèse que nous pouvons émettre est que le SDF-1α attire les LT alloréactifs 
en dehors des organes cibles, diminuant les dommages causés par ceux-ci. En effet, le SDF-1α 
est avant tout une chimiokine influençant la migration des leucocytes (Nagasawa, 2014). Il est 
donc possible que suite à notre injection intra-péritonéale, le SDF-1α attire les LT alloréactifs 
en dehors des tissus cibles et diminue ainsi la gravité de la GVHD. Pour confirmer cette 
hypothèse il faudrait mesurer la proportion de LT alloréactifs trouvés dans différents organes 
(rate, ganglions lymphatiques, MO, intestin, etc) et dans le sang de souris en GVHD traitées ou 
non au SDF-1α. 
 
Une dernière hypothèse que nous pouvons émettre est que le SDF-1α affecte directement 
l’activation des LT alloréactifs. En effet, cette hypothèse se base principalement sur les résultats 
obtenus par Meiron et al (Meiron et al., 2008). Dans leur étude, les auteurs démontrent que 
l’injection de SDF-1α par voie intraveineuse réprime le développement de l’encéphalomyélite 
auto-immune expérimentale en redirigeant la polarisation des LT Th1 autoréactifs en LT 
CD4+CD25-Foxp3- produisant de l’IL-10. En lien avec ces résultats, Lin et al ont démontré que 
le transfert de Tregs au moment d’une ASCT diminue la GVHD en interrompant l’interaction 
entre les LT alloréactifs et les DC de l’hôte (Lin et al., 2014). Cette action nécessite la production 
d’IL-10 par les Tregs qui entraîne une diminution de l’expression de CD86, une molécule de 
costimulation, et CD54, une molécule d’adhésion, à la surface des DC. Transposés à notre 
modèle, ces résultats nous permettent d’émettre l’hypothèse que le traitement au SDF-1α 
réoriente les LT alloréactifs vers un phénotype régulateur, producteur d’IL-10. L’IL-10 pourrait 
ensuite diminuer l’expression de molécules de co-stimulation et d’adhésion et ainsi diminuer la 
GVHD. Une expérience importante dans notre modèle serait donc d’analyser le phénotype des 
LT du donneur ainsi que leur production d’IL-10 après traitement des souris au SDF-1α. Les 
résultats de Lin et al confirment également la pertinence d’analyser l’expression des molécules 
de co-stimulation à la surface des DC, comme proposé dans la première hypothèse, ainsi que les 
molécules d’adhésion entre DC et LT.  
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Figure 4.2: Résumé des actions potentielles du SDF-1α 
 
4.5.3. Différence de reconstitution entre lymphocytes T naïfs CD4+ et CD8+ 
 
Seule la reconstitution des DC combinée à l’IL-7 permet de repartir la PH des LTn CD4+ 
dans un contexte de GVHD (Article 1, figure 6B). Plus précisément, il semble que les DC CD8α+ 
soient suffisantes pour soutenir leur expansion. Pour confirmer l’importance de ce sous-type de 
DC, on pourrait croiser la souris Batf3-/- (qui ne peut pas générer des DC CD8α+) à la souris IL-
7Rα-/-. Dans ces souris Batf3-/-Il-7Rα-/-, la PH des LT CD4+ devrait être abolie. De même, la PH 
des LT CD4+ ne devrait pas être restaurée suite au traitement au SDF-1α et à l’IL-7 dans des 
souris en GVHD qui ont été greffées avec de la MO de souris Batf3-/-.  
 
À la différence des LTn CD4+, le traitement à l’IL-7 de souris en GVHD suffit pour restaurer la 
PH des LTn CD8+ malgré l’absence des DC (Article 2, figure 1C-D). Ceci laisse à penser que, 
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dans ce contexte, les DC ne sont pas nécessaires à la PH des LTn CD8+. Plusieurs études ont 
démontré que les DC étaient requises pour permettre la survie et la prolifération des LTn CD4+ 
(Brocker, 1997; Do and Min, 2009a; Guimond et al., 2009). En ce qui concerne les LTn CD8+, 
la nécessité d’une interaction avec les DC pour engendrer leur PH est encore objet de 
controverse. En effet, certaines études ont démontré que les DC étaient nécessaires pour induire 
la PH des LTn CD8+ et que leur perte était associée à une diminution importante de la 
prolifération de ces cellules (Gruber and Brocker, 2005; Zaft et al., 2005). À l’inverse, d’autres 
travaux ont mis en évidence que les LTn CD8+ pouvaient encore proliférer homéostatiquement 
dans des chimères CD11cDTR→B6 traitées à la toxine diphtérique et que des cellules stromales, 
non-dérivées de la moelle osseuse, pouvaient induire leur PH (Do and Min, 2009a; Schluns et 
al., 2000; Zaft et al., 2005). Dans notre modèle de souris chimères Rag-/-β2m-/-→Rag-/-, 
l’expression du CMH I par les DC n’est pas essentielle à la PH des LTn CD8+ (Article 2, figure 
3D). Cependant, nous ne pouvons pas conclure que les DC ne sont pas nécessaires à la PH des 
LTn CD8+ puisque notre modèle n’exclut pas la possibilité que les DC fournissent aux LTn 
CD8+ un autre signal  de survie et/ou prolifération via la production de cytokines homéostatiques 
comme l’IL-7 ou IL-15 par exemple (Do and Min, 2009b; Guimond et al., 2009; Zecher et al., 
2010). Quoi qu’il en soit, l’absence d’expression du CMH I sur les DC affecte l’amplitude de la 
PH puisque les OT-I transférés prolifèrent moins dans les souris chimères Rag-/-β2m-/-→Rag-/- 
que dans les souris contrôles Rag-/-→Rag-/- (Article 2, figure 3D-F). Cette diminution de la PH 
des LTn CD8+ pourrait s’expliquer soit par un défaut quantitatif de la signalisation du TCR sur 
les OT-I (moins de CMH I) ou un défaut qualitatif (absence du CMH I sur les DC).  
 
Dans un autre ordre d’idée, ces résultats nous amènent à nous questionner sur 
l’importance des signaux fournis par le TCR et l’IL-7 dans la PH des LTn. Seddon et Zamoyska 
ont démontré que l’absence commune des signaux du TCR et de l’IL7R entraînait une perte plus 
rapide du nombre de LTn qu’en l’absence d’un seul de ces signaux, indiquant ainsi une 
coopération de ces voies de signalisation dans l’homéostasie des LTn (Seddon and Zamoyska, 
2002). D’ailleurs, il est connu qu’une forte signalisation de l’IL-2 ou de l’IL-15 ne peut 
surmonter l’absence d’interaction entre le TCR et le psCMH. (Cho et al., 2007). Aussi, des OT-
I transférés dans une souris β2m-/- ne survivent pas même si la souris est traitée à l’IL-7 pendant 
7 jours (observation de Gauthier SD). Cependant, étant donné que la voie de l’IL-7Rα est connue 
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pour accroître la survie et le métabolisme des LTn, on peut se demander quel rôle joue le TCR : 
fournit-il un signal qualitatif distinct ou permet-il simplement de renforcer la même voie de 
signalisation ? Il est possible que la faible signalisation du TCR induite par le psCMH n’ait 
comme fonction que d’augmenter la sensibilité aux cytokines homéostatiques. En effet, il a été 
démontré que le transfert de LTn CD8+ dans des souris CMH I-/- entraînait une perte rapide de 
la sensibilité à l’IL-2 et l’IL-15 (Cho et al., 2010). Dans le même ordre d’idée, notre laboratoire 
a découvert que l’augmentation de l’interaction TCR-psCMH accentuait la réponse à l’IL-7 des 
LTn en périphérie (Hennion-Tscheltzoff et al., 2013).  
Nous confirmons également dans notre étude que les LTn CD8+ sont plus sensibles à l’IL-7 que 
les LTn CD4+ (Article 2, figure 2). Il est connu que cette différence n’est pas due à l’expression 
de l’IL-7R puisque ces deux types de LT en expriment des quantités similaires (Cho et al., 2010; 
Guimond et al., 2009). Cho et al ont découvert que la sensibilité des LTn CD8+ à l’IL-7 corrèle 
avec la présence accrue de radeaux lipidiques à la surface cellulaire. Ces derniers pourraient 
jouer un rôle dans le rassemblement des récepteurs des cytokines de la famille γc, comme l’IL-
7R, et ainsi induire une meilleure signalisation. De plus, la densité des radeaux lipidiques à la 
surface cellulaire dépendrait de l’interaction entre le TCR et le psCMH. À cet égard, Cho et al 
démontrent que les LTn CD8+ expriment davantage de radeaux lipidiques que les LTn CD4+. 
Comme le CMH I est exprimé de manière ubiquitaire, ceci expliquerait la sensibilité accrue des 
LT CD8+ à l’IL-7 comparativement aux LTn CD4+ qui sont dépendants de l’expression du CMH 
II, limitée aux APC. En plus de la quantité de signal par le TCR, il se pourrait que la qualité de 
ce signal varie entre les LTn CD4+ et CD8+, affectant la sensibilité à l’IL-7. Il a par exemple été 
découvert que plusieurs régulateurs négatifs de la signalisation du TCR peuvent compromettre 
l’amplitude de la PH (Krieg et al., 2007; Posevitz et al., 2008; Workman and Vignali, 2005). 
Par exemple, la PH de LT ayant un TCR faible affinité pour le psCMH est augmentée lorsque 
l’on retire les molécules SIT, LAG-3 ou BTLA-4. Il reste cependant à vérifier si leur expression 
est plus forte chez les LTn CD4+ que LTn CD8+, ce qui semble être le cas pour BTLA-4 (Han 
et al., 2004). 
 
En résumé, la sensibilité accrue à l’IL-7, ainsi que le rôle non essentiel des DC dans la PH des 
LTn CD8+, permettent à ces cellules de mieux répondre à la thérapie à l’IL-7 lors de la GVHD 
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et pourrait en partie expliquer pourquoi leur reconstitution post-greffe est plus rapide que celle 
des LT CD4+ (tableau II).  
 
 
 
 
Figure 4.3 : Résumé des traitements permettant la restauration de la prolifération 
homéostatique des LTn CD4+ et CD8+ 
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4.6. Perspectives 
4.6.1. L’importance de la reconstitution des lymphocytes T naïfs  
 
Comme nous l’avons vu précédemment, la lymphopénie ainsi qu’une faible diversité du 
répertoire sont associées à des risques accrus de rechutes ou d’infections suite à l’ASCT (Le 
Blanc et al., 2009; Mackall et al., 1996; Parody et al., 2015; Savani et al., 2006). Ainsi, la 
reconstitution post-greffe d’un répertoire diversifié de LT est essentielle au bon fonctionnement 
du système immunitaire (Gorski et al., 1994; Talvensaari et al., 2002). La solution idéale dans 
ce contexte serait de restaurer la thymopoïèse, malheureusement aucune thérapie ne le permet 
en ce moment. La restauration de la PH des LT demeure donc la meilleure option afin 
d’augmenter le nombre et la diversité des LT. De façon très intéressante, Gorski et al ont 
démontré qu’une population de LT provenant de souris en GVHD pouvait rétablir une diversité 
du répertoire lorsque transférée dans un hôte sans GVHD. Ceci indique, non pas l’absence, mais 
la sous-représentation de clones de LT non-alloréactifs qui persistent dans la souris en GVHD 
(du moins à 19 jours post-greffe) et qui ont la capacité de proliférer pour normaliser le répertoire 
(Gorski et al., 2007). Dans ce contexte, l’intérêt d’employer une thérapie comme la nôtre devient 
pertinent puisque le traitement au SDF-1α et à l’IL-7 permet justement d’améliorer la PH de ces 
LT non-alloréactifs. Ainsi, il serait possible de rétablir une protection anti-pathogène et 
possiblement anti-tumorale.  
 
D’un point de vue général, les LT CD8+ sont considérés comme les cellules nécessaires à 
l’élimination des pathogènes ou corps malins tandis que le rôle des LT CD4+ est d’orchestrer la 
réponse immunitaire. De plus, comme la majorité des tissus sains du corps, les cellules 
tumorales expriment peu, ou pas, le CMH II. C’est pourquoi la majorité des travaux en 
immunothérapie du cancer sont effectués avec des LT CD8+. Cependant, l’instabilité génétique 
des cellules tumorales peut entraîner l’arrêt de l’expression du CMH I à leur surface, rendant 
les LT CD8+ cytotoxiques inefficaces. Finalement, les LT CD8+ n’ont pas la capacité d’élargir 
la réponse anti-tumorale comme les LT CD4+ et meurent généralement par épuisement sans 
générer de LT CD8+ mémoires contre les cellules tumorales (Ahmadzadeh et al., 2009).  
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Plusieurs études ont révélé la capacité des LT CD4+ à engendrer une réponse anti-tumorale 
(Muranski and Restifo, 2009; Quezada et al., 2010; Xie et al., 2010). Les LT CD4+ produisent 
de l’IFNγ qui module l’expression du CMH à la surface des cellules tumorales et peuvent 
acquérir des fonctions cytotoxiques permettant d’éliminer ces cellules (Zanetti, 2015). 
D’ailleurs, Perez-Diez et al, bien qu’utilisant un modèle de LT TCR-transgénique, démontrent 
que les LT CD4+ ont une meilleure capacité à éliminer les cellules tumorales que les LT CD8+, 
et cela même quand les cellules tumorales n’expriment pas le CMH II (Perez-Diez et al., 2007). 
Ceci s’expliquerait par le fait que, contrairement aux LT CD8+, les LT CD4+ peuvent également 
reconnaître les antigènes tumoraux grâce au CMH II exprimé par les APC. Les LT CD4+ une 
fois activés permettraient aux APC d’activer les LT CD8+ et recruteraient des macrophages et 
des cellules NK, ce qui amplifierait la réponse anti-tumorale. D’ailleurs, dans un modèle de LT 
CD8+ TCR transgénique spécifiques à un antigène tumoral, l’ajout de LTn CD4+ non-
spécifiques augmente la régression de la tumeur, démontrant ainsi leur potentiel dans le 
déclenchement d’une réponse anti-tumorale de plus grande amplitude (Antony et al., 2005).  
Récemment, Quezada et al ont démontré que l’instauration d’une lymphopénie avant le transfert 
d’une faible quantité de LTn CD4+ réactifs contre la tumeur accroît leur nombre, leur activation 
et leur efficacité à éliminer celle-ci (Quezada et al., 2010). De même, Dudley et al ont observés 
chez l’humain que le transfert de LT CD8+ anti-tumoraux développés in vitro entraîne une 
réponse anti-tumorale jusqu’à chez 72% des patients qui reçoivent des traitements parallèles 
d’irradiation pour induire une lymphopénie (Dudley et al., 2008). Les raisons pour lesquelles la 
lymphopénie augmenterait l’efficacité anti-tumorale des lymphocytes sont multiples. 
Premièrement, celle-ci permettrait une prolifération accrue (prolifération homéostatique) des 
LTn, principalement des LTn CD8+, ce qui augmenterait leur nombre et donc la proportion de 
LT anti-tumoraux. Deuxièmement, les niveaux élevés d’IL-7, ainsi que la biodisponibilité 
d’autres cytokines inflammatoires comme l’IL-2, pourraient également permettrent une meilleur 
survie des LTn et des LT anti-tumoraux activés, et donc augmenter la réponse anti-tumorale. 
Finalement, les traitements permettant d’induire la lymphopénie, comme l’irradiation, 
pourraient eux même jouer un rôle en causant des dommages aux cellules tumorales et permettre 
ainsi la relâche d’antigènes tumoraux, ou également en causant de l’inflammation. 
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En conclusion, ces observations mettent en évidence le rôle de la lymphopénie dans 
l’amplification d’une réaction anti-tumorale et attestent encore de l’importance du 
développement d’une thérapie permettant la reconstitution des LTn après une ASCT.  
 
4.6.2. L’impact de l’absence des cellules dendritiques   
 
Une des étapes importantes dans le déclenchement de la GVL est l’activation des LT du 
donneur contre les antigènes mineurs d’histocompatibilité présentés par la tumeur ou communs 
à l’hôte et la tumeur. Pour cela, les LT nécessitent la présentation des antigènes par les DC. Bien 
qu’il ait été démontré par Matte et al que les DC du donneur ne sont pas nécessaires au 
développement de la GVL, Reddy et ses collègues ont observé que ces DC peuvent contribuer 
à la réponse anti-tumorale (Matte et al., 2004; Reddy et al., 2005). Cependant, les auteurs 
précisent que les DC du donneur n’induisent une GVL efficace que lorsque la charge tumorale 
est réduite. Ainsi, comme les DC du receveur sont éliminées rapidement après l’ASCT, il 
devient important de régénérer les DC du donneur afin de favoriser une GVL post-greffe.  
La diminution du nombre de DC dans la rate des souris en GVHD nous amène à nous interroger 
sur le devenir des DC situées au niveau du thymus. Les DC thymiques jouent un rôle important 
dans la sélection négative des LT, et leur absence pourrait entraîner la production de LT auto-
réactifs (Wu and Shortman, 2005). Comparé à la GVHD aiguë, l’étiologie de la GVHD 
chronique est moins bien connue (Socié and Ritz, 2014). La GVHD chronique ressemble 
d’avantage à une maladie auto-immune chronique qu’à une réaction cytotoxique comme la 
GVHD aiguë. Edelmann et al ont démontré que des LT alloréactifs transférés dans une souris 
greffée peuvent s’activer et migrer dans le thymus où ils induisent un arrêt de la sélection 
négative et entraînent la génération des LT autoréactifs endogènes (Edelmann 2001). De même 
Zhang et al ont observé dans un contexte d’ASCT que des LT CD4+ générés à partir de la moelle 
osseuse du donneur peuvent induire une GVHD chronique (Zhang et al., 2007). Ces LT CD4+ 
se développent dans un thymus endommagé par la GVHD aiguë causée par les LT CD8+. 
Toutefois, bien que ces résultats permettent de croire que les LT qui ont migré dans le thymus 
éliminent les DC thymiques, ils n’écartent pas la possibilité que les cellules épithéliales 
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thymiques de la médulla (mTECs) soient également affectées. Il a d’ailleurs été récemment 
démontré que ces cellules pouvaient être directement éliminées par les LT alloréactifs lors de la 
GVHD (Dertschnig et al., 2015; Wu et al., 2013). Ainsi, l’impact de la perte des DC dans le 
thymus sur le développement de la GVHD chronique demeure imprécis.  
4.6.3. Les obstacles à la thérapie de reconstitution immunitaire 
 
Comme avec tout nouveau traitement, on doit s’assurer que les bienfaits apportés 
surpassent les effets délétères. Dans notre modèle, nous avons observé que le Flt3-L aggravait 
la GVHD, confirmant les résultats de Blazar et al (Blazar et al., 2001). Cet effet est logique 
puisque le Flt3-L augmente le nombre de DC, et de ce fait la présentation antigénique, ce qui 
amplifie l’alloréactivité. L’effet de l’IL-7 sur la GVHD reste encore controversé mais dépendrait 
beaucoup du moment choisi pour débuter le traitement (Alpdogan et al., 2001; Sinha et al., 
2002). En effet, un traitement administré directement après la greffe pourrait accroître le nombre 
de LTn alloréactifs tandis qu’un traitement administré plus tardivement n’aurait plus d’effets 
sur ces cellules puisqu’elles n’exprimeraient plus l’IL-7R, étant activées. Contrairement à ces 
thérapies, nous avons démontré que le SDF-1α semble diminuer la GVHD. Quelle qu’en soit la 
raison, il est encourageant de constater qu’un traitement puisse reconstituer la population de LT 
sans aggraver la GVHD. Cependant, en admettant que le SDF-1α induit une immunosuppression 
globale, nous devons, à juste titre, nous questionner sur l’effet anti-tumoral des LT dans ce 
contexte.  
4.6.4. La prolifération homéostatique, une prolifération unique ?  
 
En lien avec la reconstitution de la PH des LTn suite à une ASCT, nous avons entrepris 
un projet exploratoire visant à comprendre les mécanismes de la PH des LTn CD4+. L’objectif 
de cette étude était de caractériser le profil d’expression génique spécifique à la PH, et, si 
possible, d’identifier une cible moléculaire permettant d’induire la PH des LT CD4+ dans un 
contexte de lymphopénie. Pour se faire, nous avons utilisé à nouveau notre modèle de transfert 
adoptif de LT CD4+ anti-HY marqués au CTV dans des souris receveuses IL-7Rα-/-, permissives 
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à la PH (Annexe figure 4A). Pour déceler les gènes différentiellement exprimés (GDE) dans les 
LT CD4+ en PH, nous avons comparé leur transcriptome à celui de LT CD4+ transférés dans des 
souris Rag-/-  femelles (pas de prolifération, contexte lymphopénique), des souris Rag-/- mâles 
(prolifération par activation) et des souris B6 femelles (pas de prolifération, pas de contexte 
lmyphopénique) (Annexe, figure 4A-D). Sept jours après transfert, les LT ont été triés grâce à 
leur profil de CTV et leur transcriptome séquencé (Annexe, figure 5A). À partir de ces résultats, 
nous avons établi une liste de GDE spécifiques à la PH en comparant les gènes surexprimés ou 
sous-exprimés des LT en PH à ceux des LT qui ne prolifèrent pas (receveur Rag-/- femmelle) ou 
qui prolifèrent suite à leur activation (receveur Rag-/- mâle) (Annexe, figure 5B-C). Ceci nous a 
permis entre autres d’isoler 105 gènes spécifiquement surexprimés dans les LT en PH (Annexe 
figure 5D). En analysant cette liste dans la banque de données DAVID (Database for 
Annotation, Visualization and Integrated Discovery), nous avons remarqué que ces gènes étaient 
associés à la voie de signalisation Jak-STAT, à l’interaction cytokine-récepteur de cytokine et 
au cycle cellulaire, toutes des voies associés à la PH (Annexe tableau I). De manière intéressante, 
l’ARNm de l’IL-4R était surexprimé d’au moins 1.5X dans les LT en PH comparé aux autres 
conditions, suggérant le rôle possible de cette cytokine dans la régulation de la PH des LTn 
CD4+ (Annexe, figure 6A). En lien avec ces résultats, nous avons découvert en utilisant une 
fonction du logiciel Ingenuity Pathway Analysis que l’IL-4 pouvait être un régulateur commun 
aux 105 gènes spécifiquement exprimés dans les LT en PH (Annexe tableau II). 
 
L’IL-4 faisant partie de la famille des cytokines γc comme l’IL-7, nous nous sommes questionné 
sur son implication dans la PH des LTn CD4+. Dans la littérature, l’IL-4 est connue pour 
accroître la survie des LT in vitro (Boursalian and Bottomly, 1999; Vella et al., 1997). Par 
contre, bien qu’elle puisse entraîner l’activation de STAT5, aucune étude ne s’est penchée sur 
son implication dans la PH des LTn CD4+ (Lischke et al., 1998). Toutefois l’IL-4 peut accroître 
la survie et la prolifération des Tregs (Pillai et al., 2009; Yates et al., 2007). Afin de confirmer 
ces résultats de bioinformatique, nous avons décidé d’évaluer l’expression de l’IL-4R à la 
surface de nos LT anti-HY transférés dans les différents receveurs. Comme prévu par nos 
analyses, l’IL-4R était surexprimé à la surface des LT CD4+ en PH comparé aux autres groupes 
(Annexe figure 6B). Pour s’assurer de l’implication de la signalisation de l’IL-4 dans la PH des 
LT CD4+ nous avons transféré des LT CD4+ IL-4Rα-/- avec des LT CD4+ WT dans nos souris 
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IL-7Rα-/-, l’hypothèse étant que les LT IL-4Rα-/- ne puissent plus entreprendre de PH puisqu’ils 
ne peuvent plus répondre à l’IL-4 (Annexe figure 6C). Malheureusement, notre expérience 
préliminaire n’a pas démontré de différence de prolifération entre les LT IL-4Rα-/- et les LT 
contrôles (Annexe figure 6D).  Plusieurs hypothèses peuvent être émises suite à ce résultat. Bien 
que l’IL-4Rα soit surexprimé spécifiquement à la surface des LT CD4+ en PH, il se peut que 
cette surexpression soit une cause de la PH et pas nécessaire à celle-ci. De plus, il est connu que 
la signalisation du TCR et de l’IL-7 est nécessaire à la PH des LT CD4+. Il aurait donc été 
surprenant que seule l’inhibition de la signalisation de l’IL-4 affecte la PH.  
 
Il se peut également que les signaux nécessaires au déclenchement de la PH se produisent dans 
les heures ou les jours après transfert et que nous les ayons manqués en isolant les LT 7 jours 
après transfert. Une analyse similaire a déjà été entreprise pour les LTn CD8+ (Goldrath et al., 
2004). Dans leur étude, Goldrath et al n’ont pas trouvé de profil d’expression génique spécifique 
à la PH des LT CD8+. Cependant les auteurs arrivent à cette conclusion en démontrant une 
similarité du profil génique des LT CD8+ en PH avec les LT CD8 activés ou LT CD8 mémoires 
pour des listes de gènes bien spécifiques à ces conditions. Dans notre étude, nous avons plutôt 
décidé de nous concentrer sur les gènes spécifiquement régulés dans les LTn CD4+. Il serait 
quand même intéressant de comparer nos LT CD4+ anti-HY en PH à ceux en activation ou 
mémoires afin de voir si les résultats sont similaires à ceux observés chez les LT CD8+. 
Finalement, l’IL-4 n’est pas le seul régulateur en amont qui a été proposé suite à l’analyse bio-
informatique. Une étude plus poussée des autres régulateurs pourrait éventuellement mener à 
une meilleure compréhension de la régulation de la PH des LTn CD4+.  
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Conclusion 
La transplantation de cellules souches hématopoïétiques a, en quelques décennies, 
évolué d’une technique expérimentale au traitement standard contre différents types de cancers, 
aussi bien chez l’enfant que chez l’adulte. Malgré de nombreux progrès dans ce domaine, que 
ce soit au niveau du régime de préparation, de la détermination des antigènes majeurs 
d’histocompatibilité, de la prophylaxie, et bien d’autres, le succès de cette technique est restreint 
par la GVHD, les rechutes et les infections opportunistes. De façon significative, la réaction 
anti-tumorale qui permet d’éliminer les cellules cancéreuses résiduelles, ainsi que la réaction 
immunitaire qui permet de défendre l’organisme des infections, dépendent de la reconstitution 
des LT post-greffe. Malheureusement, la maladie du greffon contre l’hôte entrave leur 
reconstitution et il n’existe à ce jour aucun traitement efficace pour régénérer ces cellules. 
Nous avons démontré dans nos travaux que la GVHD entrave la reconstitution des LTn dû à 
une régénération défectueuse des DC et à une faible production d’IL-7. Ces résultats indiquent 
que la GVHD entraîne des dommages à la niche hématopoïétique mais également à la niche 
périphérique régulant la PH des LTn. Ces dommages perdurent également à long terme puisque 
l’élimination des LT alloréactifs ne permet pas de régénérer les DC, et ce même plusieurs mois 
après traitement.  
Nous avons aussi découvert que le SDF-1α joue un rôle important dans la reconstitution des DC 
durant la GVHD. En effet, bien que son mécanisme d’action ne soit pas compris, le traitement 
au SDF-1α permet de régénérer les DC et, en combinaison avec de l’IL-7, permet d’améliorer 
la PH des LTn CD4+. À la différence des LTn CD4+, l’IL-7 seule est capable de restaurer la PH 
des LTn CD8+. Ceci démontre l’existence de différences fondamentales entre ces deux types de 
cellules quant au contrôle de leur PH durant la GVHD. Le SDF-1α semble également diminuer 
la gravité de la GVHD mais d’autres études seront nécessaires pour confirmer et comprendre 
cet effet. D’un point de vue plus fondamental, nos travaux impliquent les DC CD8α+ comme 
régulateurs principaux de la PH des LTn CD4+. Finalement, ces résultats permettent de croire 
également que la GVHD entraîne des dommages chroniques à la niche hématopoïétique, un 
aspect souvent mis de côté par les chercheurs mais qui demeure un facteur clé dans la 
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reconstitution du système immunitaire après une ASCT. En conclusion, l’ensemble de ces 
observations ouvre la voie à des études translationnelles sur le potentiel thérapeutique du SDF-
1α dans la reconstitution immunitaire après une ASCT, mais également sur le rôle qu’il semble 
jouer dans la maîtrise de la gravité de la GVHD.  
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Figure 1. Reconstitution des cellules dendritiques CD11c+ dans les mois après l’élimination 
des LT alloréactifs. Des souris B6D2F1 ont été greffées avec 1x10
7 cellules de MO de souris 
B6 combiné à 1x106 de LT purifiés provenant d’une souris B6D2F1 (groupe contrôle, en blanc) 
ou 1x106 de LT purifiés provenant de souris B6.SJL (groupe GVHD, en noir). Les souris ont 
par la suite reçu deux traitements d’anti-CD4 (GK1.5, 500µg/souris) et d’anti-CD8 (2.83, 
500µg/souris) aux jours +28 et +30 post-greffe. Le nombre de splénocytes, de LT et de DC a 
été mesuré dans la rate des souris à chaque mois par FACS. (A) Nombre de splénocytes 
retrouvés dans la rate des souris greffées. (B) Nombre de LT retrouvés dans la rate des souris 
greffées. (C) Nombre de cellules CD11c+ retrouvées dans la rate des souris greffées. 
Représentatif d’une expérience, 1 souris/groupe.  
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Figure 2. Prolifération homéostatique des LT CD4+ anti-HY transférés dans des 
receveuses secondaires de MO de souris en GVHD. 10x106 cellules de MO ont été isolés à j 
+35 de souris IL-7Rα-/- → B6D2F1 en GVHD et transplantées dans des souris receveuses 
secondaires B6D2F1. Deux mois après la transplantation, des LT CD4
+ anti-HY marqués au 
CTV ont été transférés. Leur prolifération homéostatique a été analysée 7 jours plus tard par 
FACS. Représentatif de 1 expérience, 3 souris. 
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Figure 3. Le SDF-1α ne peut pas générer des cellules dendritiques. (A) 6x106 de cellules de 
MO de souris B6 ont été cultivés in vitro pendant 7 jours avec du Flt3-L, du SDF-1α ou les deux 
ensemble. (B) Des souris Flt3-L-/- ont été traitées au PBS, SDF-1α ou Flt3-L pendant 10 jours 
puis le nombre de DC dans la rate a été analysé par FACS (C) Nombre de CDP dans la MO des 
souris contrôles ou en GVHD traitées au Flt3-L ou au SDF-1α pendant 14 jours. 
 
 
 
 
 
 
 liii 
 
Figure 4. Prolifération homéostatique des lymphocytes T CD4+ naïfs anti-HY. (A) 1x106 
LT CD4+ naïfs anti-HY ont été isolés et marqués au CTV avant d’être transférés dans des souris 
femelles IL-7Rα-/-, Rag-/-, B6 et des souris mâles Rag-/-. La prolifération des cellules a été 
analysée par FACS 7 jours après transfert. (B) Histogrammes représentatifs du profil de 
prolifération des LT CD4+ anti-HY transférés dans les différents receveurs mentionnés en (A). 
(C) Compte absolus des LT CD4+ anti-HY retrouvés dans les receveurs 7 jours post-transfert. 
(D) Pourcentage du nombre de LT CD4+ anti-HY retrouvés dans les receveurs 7 jours post-
transfert. Représentatif de 2 expériences, 3 souris/groupe, sauf souris B6 représentant juste 1 
expérience.  
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Figure 5. Séquençage à ARN des lymphocytes T CD4+ naïfs. (A) 1x106 LT CD4+ naïfs anti-
HY ont été isolés et marqués au CTV avant d’être transférés dans des souris femelles IL-7Rα-/-
, Rag-/-, B6 et des souris mâles Rag-/-. Sept jours après transfert, les LT ont été triés par FACS 
directement dans du TRIzol puis envoyés pour séquençage d’ARNm. (B) Volcano plots 
représentant les gènes différentiellement exprimés dans les LT transférés entre la condition de 
prolifération homéostatique (receveur IL-7Rα-/-) et les autres conditions (différence 1.5X, 
p≤0.05). (C) Arbre hiérarchique basé sur le profil d’expression génique des LT transférés dans 
les différents receveurs. Représentatif de 2 expériences, 4 souris/groupe. (D) Diagramme de 
Venn représentant les gènes différentiellement exprimés dans les LT en PH comparé aux LT 
transférés dans les souris femelles Rag-/- ou mâles   Rag-/-.  
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Figure 6. Expression de l’IL-4R et transfert des lymphocytes T CD4+ naïfs IL-4Rα-/-. (A) 
Expression de l’ARNm de l’IL-4Rα dans les LT en PH comparé aux autres groupes. La ligne 
rouge représente 1.5X. (B) Histogramme représentatif de l’expression de l’IL-4R à la surface 
des LT CD4+ naïfs transférés dans les différents groupes. Représentatif de 2 expériences, 3 
souris/groupe. (C) 1x106 LT IL-4Rα-/- marqués au CTV et 1x106 LT B6 marqués au CFSE ont 
été transférés dans des souris receveuses  femelles Rag-/- CD45.1+, IL-7Rα-/- CD45.1+ et B6 
CD45.1+. La PH des LT a été analysée par FACS 7 jours après transfert. (D) Histogramme 
représentatif du profil de prolifération homéostatique des LT transférés dans les différents 
groupes mentionnés en (C). Représentatif d’une expérience, 3 souris/groupe.  
 
 
 
 
 
 
 lvi 
 
Tableau I. Voies de signalisation surreprésentées par les gènes différentiellement exprimés 
spécifiques à la PH des LT CD4+ naïfs. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Over expressed in HP P-value
Jak-STAT signaling pathway 2.586E-6
Steroid biosynthesis 1.333E-4
Hematopoietic cell lineage 0.001
Cytokine-cytokine receptor interaction 0.015
Cell cycle 0.042
Type I diabetes mellitus 0.055
Lower expressed in HP
Fc gamma R-mediated phagocytosis 0.047
Complement and coagulation cascades 0.064
Chemokine signaling pathway 0.074
KEGG pathways represented according to specific transcript expression in HP
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Tableau II. Régulateurs potentiels en amont des gènes différentiellement exprimés 
spécifiques à la PH des LT CD4+ naïfs. 
 
Upstream Regulator Molecule Type Activation z-score p-value of overlap
PTGER2 G-protein coupled receptor 4,629 2,32E-28
IL5 cytokine 3,414 4,73E-07
CD38 enzyme 3,414 1,11E-07
STAT5A transcription regulator 2,891 2,03E-10
STAT5B transcription regulator 2,720 4,27E-04
Esrra transcription regulator 2,449 8,54E-02
HSF1 transcription regulator 2,345 7,77E-05
LCN2 transporter 2,235 1,51E-06
APOE transporter 2,000 2,58E-06
COPS8 other 2,000 2,14E-03
MYB transcription regulator 1,982 3,61E-03
IL4 cytokine 1,873 4,21E-16
TRAF3 other 1,792 6,33E-06
IL13 cytokine 1,588 5,25E-06
Upstream regulator of gene sets modulated in HP (IL-7Ra-/-) vs no HP (Rag-/-F)
  
 
